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Eine neue Methode zur chemischen Bestimmung 
der éstrogenen Hormone im Harn* 


Von 
Gerd Ittrich 


Aus dem Hormonlabor der Universitits-Frauenklinik der Charité Berlin 
Direktor: Prof. Dr. H. Kraatz 


Der Schriftleitung zugegar gen am 19. Dezember 1957 


Meinem verehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. K. Téufel 
zu seinem 65. Geburtstag gewidmet 


Von der Vielzahl der zur Ostrogenbestimmung vorgeschlagenen che- 
mischen Nachweisreaktionen ist die Reaktion nach Kober! am besten 
untersucht und am meisten angewandt worden. 


Kober stellte fest, da8 Ostron und Ostriol beim Erhitzen mit Phenol-Schwefel- 
siure und anschlieBendem Verdiinnen mit Wasser eine rote Farbung ergeben, die 
sehr spezifisch fiir Phenole vom Typ der natiirlichen éstrogenen Hormone ist. Seit- 
her wurden zahlreiche Versuche unternommen, mittels dieser Reaktion oder einer 
ihrer vielen Modifikationen quantitative Ostrogenbestimmungen im Harn durch- 
zufiihren. Da jedoch in Harnextrakten neben den Ostrogenen noch Substanzen vor- 
handen sind, die eine unspezifische stérende Braunfarbung bei dieser Reaktion er- 
geben, lieB sich die Kober-Reaktion zunachst nur fiir relativ éstrogenreiche Ex- 
trakte aus der mittleren bis spiten Graviditaét verwenden. Um auch Harne von 
geringerem Ostrogengehalt untersuchen zu kénnen, versuchte man, die unspezifische 
Braunfarbung getrennt zu messen, indem man einerseits optische Korrekturfor- 
meln?? anwandte, anderseits den spezifischen Farbstoff nach der Messung durch 
Erhitzen*, Acetonzusatz®> oder Peroxydbehandlung® zerstérte oder einen Teil der 
Verunreinigungen aus dem Reaktionsgemisch extrahierte’. 

“Da keine dieser Methoden der Kritik standhielt, wenn groBe Mengen an Ver- 
unreinigungen kleinen Ostrogenmengen gegeniiberstanden, schlug man einen ande- 
ren Weg zur Lésung dieses Problems ein, indem man die Ostrogenfraktionen vor 
der Nachweisreaktion intensiv zu reinigen versuchte. Die Verteilung zwischen 
verschiedenen, nicht mischbaren Lésungsmittelpaaren®, Gegenstromverteilung®, 


* Auszugsweise vorgetragen anlaBlich der Arbeitstagung der Gynakologischen 
Gesellschaft am 13. 12. 1957 in Berlin. 

1 §. Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]. 

2 E. H. Venning u. J. 8S. L. Brown, Endocrinology 21, 711 [1937]. 

3 W. M. Allen, J. clin. Endocrinol. 10, 71 [1950]. 

4M. F. Stevenson u. G. F. Marrian, Biochem. J. 41, 507 [1947]. 

5 §. L. Cohen u. G. F. Marrian, Biochem. J. 28, 1603 [1934]. 

6 M. F. Jayle u. O. Libert, Bull. Soc. Chim. biol. 28, 372 [1946]. 

7 B. F. Stimmel, J. biol. Chemistry 158, 327 [1944]; 162, 99 [1946]; 165, 73 
C. 


8 C. Bachman u. D. S. Pettit, J. biol. Chemistry 138, 689 [1941]. 

® L. L. Engel, H. R. Patterson, H. Wilson u. M. Schinkel, J. biol. 
Chemistry 188, 47 [1950]; L. L. Engel, W. R. Slaunwhite, Jr, P. Carter u. 
I. T. Nathanson, ebenda 185, 255 [1950]. 
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Adsorptions- und Verteilungschromatographie’!°"! waren fiir diesen Zweck geeig- 
nete Ma8nahmen. 

Durch die Entwicklung neuer MeBgerate von hoher Prazision und groBer 
Empfindlichkeit und durch eine weitere Verfeinerung der Aufarbeitungsverfahren 
fiir die Harnextrakte ist in letzter Zeit auch die chemische Bestimmung der Ostro- 
genausscheidung im Zyklus der Frau erméglicht worden!”. Durch Kombination einer 
ganzen Reihe von Reinigungsstufen ist man z. B. nach einer von Brown" beschrie- 
benen Methode in der Lage, auch in Harnen geringer Ostrogenkonzentrationen 
brauchbare Bestimmungen durchzufiihren. Trotz einer intensiven Vorbereitung der 
Extrakte durch 16—23 einzelne Reinigungsoperationen miissen die nach einer modi- 
fizierten Kober-Reaktion gebildeten Farbkomplexe mit einem Spektralphoto- 
meter in drei Spektralbereichen gemessen werden, um die Fremdabsorption durch 
Anwendung der Korrekturformel nach Allen* zu eliminieren. Da die Fremd- 


absorption im MeBbereich nach Brown noch ein Vielfaches der Ostrogenfarbe be- | 


tragen kann, hangt der Wert der Ergebnisse dieser Methode stark von der Wirksam- 
keit der Hintergrundkorrektur ab. 


Da ahnliche Verhialtnisse auch bei anderen Methoden vorliegen, be- 


steht das Problem der chemischen Ostrogenbestimmung im wesentlichen | 
in der Entfernung stérender chromogener Verunreinigungen vor oder | 


nach der Durchfiihrung der Nachweisreaktion. 


Im Rahmen einer gréBeren Arbeit haben wir die Kober-Reaktion © 


wegen ihrer ausgezeichneten Spezifitat fiir die natiirlichen dstrogenen | 


Hormone eingehend gepriift. Ziel dieser Untersuchungen war es, eine 


Farbreaktion zu entwickeln, die weniger von chromogenen Verunreini- © 
gungen gestort wird, die eine Ostrogenbestimmung auch mit den im klini- | 
schen Labor normalerweise vorhandenen Mitteln unter einem ertrag- 
lichen Arbeitsaufwand gestattet und von ungeiibten Hilfskraften schnell ~ 


erlernt werden kann. 


Ergebnisse 
1. Die Bedingungen zur Entwicklung des Farbkomplexes 


Der bei der Brownschen Modifikation der Ko ber- Reaktion in der 
zweiten Reaktionsstufe gebildete rote Farbkomplex 1a8t sich unter be- 
stimmten Reaktionsbedingungen in einer einzigen Reaktionsstufe mit 
relativ verdiinnter Schwefelsaéure bei Anwesenheit von 2°, Hydrochinon 
entwickeln. Dabei ist die Farbintensitit weitgehend von der Art des 
Ostrogens, von der Erhitzungsdauer und von der Saurekonzentration 
abhangig. Bei Einhaltung jeweils optimaler Konzentrationen zeigen 
Ostron die héchsten und Ostriol die niedrigsten Werte. Die optimalen 
Saurekonzentrationen betragen fiir Ostriol 68 Vol.-Tle., fiir Ostron und 
Ostradiol 64—52 Vol.-Tle. Schwefelsiure (d 1,84) in 100 Vol.-Tin. Hydro- 
chinonreagens. Fir Ostriol werden unter diesen Bedingungen nach 


10 J. F. Nyc, D. M. Mason, J. B. Garst u. H. B. Friedgood, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 77, 466 [1951]; E. H. Aitken u. J. R. K. Preedy, Biochem. J. 
62, 15 P [1956]; W. Pschyrembel u. G. Halder, diese Z. 306, 154 [1957]. 

u J. B. Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 

2 J. B. Brown, Lancet 6925, 705 [1956]; H. Breuer, W. Nocke, G. Geiss- 
ler u. F.W. Mitchell, Klin. Wschr. 85, 672 [1957]; vgl. J.H. Napp u. I. Kersten, 
Arch. Gynakol. 188, 279 [1957]. 
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40 Min., fir Ostron und Ostradiol nach etwa 30 Min. die Endwerte er- 
reicht. Durch Wah] geeigneter Versuchsbedingungen lassen sich die Farb- 
intensitiiten von jeweils zwei der Ostrogene einander annahern. Bei sum- 
marischen Bestimmungen, z. B. bei Extrakten aus Gravidenharnen oder 
bei der partiellen Fraktionierung in eine Ostriol- und eine Ostron-Ostra- 
diolfraktion diirfte eine derartige Abstimmung der Reaktion auf zwei 
Ostrogene von gewissem Wert sein. Diese Annaherung erreicht man fiir 
Ostron und Ostriol bei etwa 68 Vol. %, fiir Ostradiol und Ostron bei etwa 
52 Vol.°% Schwefelsiure nach einer Reaktionszeit von 40 Min. 


2. Die Extraktion des Farbkomplexes 
aus dem Reaktionsgemisch 


Der in der ersten Reaktionsstufe gebildete rote Farbkomplex ist 
normalerweise in organischen Lésungsmitteln instabil. Nach dem Ver- 
diinnen des Reaktionsgemisches auf eine Siurekonzentration von etwa 
20—30°% 14B8t er sich in einer zweiten Reaktionsstufe mit einer 2-proz. 
Lésung von p-Nitrophenol in Chloroform, welches 1% Athanol enthilt, 
selektiv extrahieren. Durch den Zusatz von p-Nitrophenol bleibt der 
Farbkomplex fiir lingere Zeit in der organischen Phase haltbar. 


3. Optische Eigenschaften des extrahierten Farbkomplexes 


a) Kolorimetrie: Beim Ubertritt des Farbstoffes in die organische 
Phase erfolgt neben einer Verstarkung der Farbintensitat eine Verschie- 
bung des Extinktionsmaximums von 518 my nach 538,5 my. Da im lang- 
welligen Spektralbereich die Fremdabsorption bei Harnextrakten gerin- 
ger ist als im kurzwelligen Bereich, wird allein durch diese Verschiebung 
eine deutliche Verringerung der Fremdabsorption erreicht (Abb. 1). 

Da auBerdem der Verlauf der Extinktionskurve im Bereich des 
Maximums bedeutend steiler wird, herrschen wesentlich giinstigere Be- 
dingungen fiir eine optische Hintergrundkorrektur. Bei der Extraktion 
der Ostrogenfarbkomplexe aus Harnextrakten bleibt der groBte Teil der 
Verunreinigungen in der wisserigen Phase (Abb. 2), so da eine betracht- 
liche Verringerung der Fremdabsorption erzielt wird. 

Verwendet man fiir die Extraktion eine Lésung von 10—20% Phenol in 
Chloroform (dieses Gemisch hatte sich bei Reinsubstanzen ebenfalls als brauchbar 
erwiesen), dann werden offenbar durch Verstarkung der hydrophilen Eigenschaften 
der organischen Phase weit mehr an Verunreinigungen zusammen mit dem roten 
Farbstoff extrahiert. Da auBerdem eine Verbreiterung der Extinktionskurve im 
MeBbereich und damit eine Verringerung der korrigierten Extinktionen auftritt, 
wurde auf die Verwendung dieses Gemisches verzichtet. 

b) Fluorometrie: Neben den fiir kolorimetrische Messungen giin- 
stigen Eigenschaften zeigt der extrahierte Farbkomplex bei Anregung 
mit sichtbarem Licht eine intensive gelbgriine Fluoreszenz. Der giinstig- 
ste Spektralbereich fiir die Primarstrahlung liegt im Bereich des Extink- 
tionsmaximums. In der griinen Quecksilberlinie bei 546 my steht eine 
ausgezeichnete Lichtquelle zur Anregung der Fluoreszenz zur Verfiigung. 
1* 
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Abb. 1. Extinktionskurven von Ostrogen-Farbkomplexen in waBrigem und 
organischem Medium. 


Abb. 2. Extinktionskurven von Farbkomplexen aus Harnextrakten in waBrigem 
und organischem Medium. 
Kurve I: Harnextrakt + 0,2 y Ostron nach Brown; Kurve Ia: 0,2 y Ostron nach 
Brown. 
Kurve II: Harnextrakt + 0,2 y Ostron nach Extraktion; Kurve IIa: 0,2 y Ostron 
nach Extraktion. 
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Abb. 3. Fluorometrische Eigenschaften von Qstron-Farbkomplexen in p-Nitro- 

phenol-Chloroform. 

a: Fluoreszenzspektrum des Ostron-Farbkomplexes bei Anregung mit Quecksilber- 
licht von 546 mu in p-Nitrophenol-Chloroform. (Die Selektivitat des Strah- 
lungsempfangers, einer Casium-Antimonzelle, wurde nicht beriicksichtigt, so 
da8 die Kurve nur qualitativ gewertet werden kann. Die Fluoreszenzstrahlung 
wurde mittels eines Spiegelmonochromators Zeiss-Jena zerlegt. Die spektrale 
Bandbreite betrug 4 my.) 

b: Abhangigkeit der Gesamt-Fluoreszenzintensitat von der Wellenlange der Pri- 
marstrahlung. (Die Energieverteilung im Spektrum der Lichtquelle wurde be- 
riicksichtigt. Die gesamte Fluoreszenzstrahlung wurde mittels eines Selen- 
ries 94 gues gemessen. Die spektrale Bandbreite der Primarstrahlung betrug 

mu. 

c: Fluoreszenzspektrum von Ostron nach Erhitzen in 90-proz. Schwefelsaure. Pri- 
marstrahlung: UV-Quecksilberlicht. Die Sekundarstrahlung wurde bei einer 
spektralen Bandbreite von 2,5 mu gemessen. Aus unter a genannten Griinden 

hat diese Kurve ebenfalls nur qualitativen Wert. 


4 Gerd Ittrich, Bd. 312 (1958) © 
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Die Sekundarstrahlung 148t sich mit einem Filter, das zur Isolierung der 
gelben Quecksilberlinien bei 577/9 geeignet ist, oder mit einem Filter, 
das kurzwelliges Licht unterhalb von 560 mu absperrt, isolieren 
(Abb. 3). 

Durch die Fluorometrie 148t sich die Empfindlichkeit der Nachweis- 
reaktion erheblich steigern, so daB jene der bekannten fluorometrischen 
Methoden 1 !4 ohne weiteres erreicht wird. Wahrend aber bei den bekann- 
ten Methoden durch die Behandlung von Harnextrakten mit konzen- 
trierten Sdiuren ahnliche Stérungen durch chromogene Verunreinigungen 
wie bei der Kober-Reaktion auftreten, die die kurzwellige Primarstrah- 
lung und die griine Sekundarstrahlung erheblich schwachen kénnen oder 
aber bei der Anregung mit dem energiereichen Primarlicht eine unspezi- 
fische Eigenfluoreszenz entwickeln, werden bei der beschriebenen Re- 
aktion die langwellige Primar- und Sekundarstrahlung wesentlich weni- 
ger stark geschwacht. 


4. Zur Spezifitat der Nachweisreaktion 


Da unter den gegebenen Bedingungen durch das energiearme Pri- 
marlicht nur noch sehr wenige Stoffe zur Fluoreszenz angeregt werden 
und da auch die Hintergrundabsorption durch die Extraktion erheblich 
verringert wird, erhoht sich auch die Spezifitat gegeniiber den bekannten 
fluorometrischen Methoden wesentlich. 


Zur Untersuchung der Spezifitat der Reaktion wurde mit einer Reihe 
von Steroidhormonen sowie mit Trockenriickstanden von 0,1 m/ Vollharn 
aus der spiiten Schwangerschaft die Reaktion durchgefihrt (Tab. 1 und 
Abb. 4). 


Durch die hohe Spezifitaét, verbunden mit einer groBen Empfind- 
lichkeit, wird eine direkte summarische Bestimmung der Ostrogene in 
unbehandelten Harnen aus der mittleren bis spiten Graviditat ermég- 
licht (Abb. 4). 

Als Ausgangsmenge an Harn werden 0,1 mi des gemischten 24-Stdn.- 
Harnes zur Farbreaktion direkt verwendet. Es wird bewuBt eine so 
groBe Ausgangsmenge gewahlt, obwohl noch etwa 0,02 mi in diesem 
Bereich der Graviditat fiir die fluorometrische Bestimmung ausreichen 
wiirden, um auch eine kolorimetrische Messung zu erméglichen. 


Um die Zuverlassigkeit der direkten Bestimmung zu priifen, wurden 
gleichzeitig Parallelbestimmungen durchgefiihrt, bei denen gereinigte Ex- 
trakte (vgl. Beschreibung der Versuche, B) fiir die Farbreaktion Verwen- 
dung fanden (Tab. 2). 


13 R. W. Bates u. H. Cohen, Endocrinology (Springf. Ill.) 47, 166 [1950]; 
M. Finkelstein u. Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 64, 64 [1947]. 

4 L, L. Engel u. Mitarbb., Ciba Foundation Colloquia on Endocrinology, 
Vol. II, 8. 123, J. u. A. Churchill Itd., London 1952. 
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Tab. 1. Relative korrigierte Extinktionen und Fluoreszenzintensitaten von Steroi- 
den (Ostriolreagenz). 








Korrigierte Fluoreszenz- 
Substanz* Extinktion** intensitat 

(20 y; 1 cm) (1 y) 
Ostron . . kee Pa Miah chic hw: Seremeneet rh 1,000 100,0 
Ostradiol-(17 py aS. ro a 0,695 88,0 
Ostriola . . Peas Sie s. op ep tes 0,910 91,0 
we ice net te a ee ae Re eed Pag 0,207 21,0 
Equilenin>. . 5 she Griese abe 0,052 5,0 
Pregnenol-(3 f)- on-(20)2 . drtesy spate 0,00082 0,14 
Androsteron? .. or ee eee 0,000 0,082 
Pregnandiol-(3«. 200) . rae ee 0,00002 0,08 
Atiocholanol-(3«)-on- (17). : yea sche 0,00157 0,067 
Allo-pregnandion-(3.20)2. ........ 0,00027 0,05 
Dehydro-epiandrosteron. ........ 0,0003 0,05 
Dehydroandrosteron . . 0,0002 0,04 
Pregnantriol-(3.17 «.20)@ (Isomerengemisch, 

gewonnen durch ne von 17«- 

Hydroxyprogesteron) . aes 0,0008 0,035 
Desoxycorticosteron- acetat ay tee he with 0,00055 0,027 
Allo-pregnandion- m i sient Séee eek 0,00027 0,008 
Cortison?. . .. SA ee eee 0,000 0,007 








* Die krist. Hormone wurden von der Schering A.-G., Berlin, (a) und der Deutschen Hoff- 


mann-La Roche A.-G. (b) zur Verfiigung gestellt, wofitir wir unseren Dank aussprechen. 


** Tie korrigierte Extinktion wurde durch Messung am Photometer Eppendorf bei 509 my, 


546 my und 578 my nach der Formel 
Excrr = £546 — 0,464- E599 — 0,536 -E 578 


berechnet. Pregnenol-(38)-on-(20) und die danach aufgefiihrten Substanzen wurden in Mengen von 








je 100 y fiir die Reaktion verwendet; die erhaltenen Extinktionen wurden dann entsprechend um- 
gerechnet. 
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Abb. 4. Extinktionskurven der direkten Ostrogenbestimmung in Vollharn 
in wasserigem und organischem Medium. 
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Bestimmung der éstrogenen Hormone im Harn 





Tab. 2. Direkt und nach Extraktion der Ostrogenfraktion ermittelte Harn-Ostro- 
genkonzentrationen in der Graviditat (Pulfrich). 








Direkte Bestimmun, Bestimmung nach Extraktion 
Mens Grav. (mg ,,Ostriol‘‘/24 Stdn.) (mg ,,Ostriol‘/24 Stdn.) 
10 20,8 20,3 
9 17,4 17,2 
8 12,9 14,6 
8 17,8 16,5 
6 12,9 13,6 
5 6,2 5,6 








5. Modellversuche 


In Modellversuchen wurden mit der direkten Bestimmungs- 
methode von 2—4 y Ostron, Ostradiol und Ostriol jeweils 95—105%,, 
92—103% bzw. 70—92°%, wiedergefunden. 

Zu diesem Zweck wurde Mannerharn auf das vierfache Volumen mit 
Wasser verdiinnt ; 0,4 m/ davon wurden in Glasstopfenglaschen, die wech- 
selnde Mengen an krist. Ostron, Ostradiol bzw. Ostriol enthielten, ein- 
pipettiert. Nach Zugabe von 20 mg Hydrochinon und 0,74 mi konz. 
Schwefelséure wurde die Reaktion durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten 
mit dem Zeiss-Spektralphotometer bei 500 my, 538,5 my und 577 my in 
2 em Schichtdicke. Die erhaltenen Werte wurden nach Abzug des Harn- 
Leerwertes auf die entsprechenden Werte der Reinsubstanzen bezogen. 

Zur Ermittlung der Wiederauffindungswerte bei der Bestimmung 
nach Hydrolyse, Extraktion und Chromatographie (vgl. Be- 
schreibung der Versuche, B) wurden jeweils 11,5 m/ etwa 1,5-n.HCl in 


Tab. 3. Wiederauffindungsversuche mittels der direkten Bestimmungsmethode. 











ZugesetzteMenge| Korrig. Extink- ‘ 
Substanz in y/0,1 ml tion abziigl. Wiedergefunden 
Harn Harn-Leerwert % 
Ostron + 0,1 ml Harn 5 0,687 96,9 
Ostron + 0,1 mi Harn 4 0,595 105,0 
Ostron + 0,1 ml Harn 3 0,405 95,4 
Ostron + 0,1 m/ Harn . . 2 0,267 94,3 
Ostronstandard .... . 5 0,708 (gegen Reagenzienleerwert) 
Ostradiol + 0,1 ml Harn . 5 0,316 92,8 
Ostradiol + 0,1 ml Harn . 4 0,271 99,4 
Ostradiol + 0,1 ml Harn . 3 0,211 103,1 
Ostradiol + 0,1 ml Harn . 2 0,135 97,1 
Ostradiolstandard ... . 5 0,341 (gegen Reagenzienleerwert) 
Ostriol + 0,1 ml Harn 5 0,501 85,7 
Ostriol + 0,1 mi Harn 4 0,430 91,9 
Ostriol + 0,1 ml Harn 3 0,281 80,0 
Ostriol + 0,1 ml Harn . . 2 0,165 70,6 
Ostriolstandard ..*. . . 5 0,585 (gegen Reagenzienleerwert) 
Harn-Leerwert. . ... . 0,008 (gegen Reagenzienleerwert) 
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Glasstopfenrohrchen gegeben, die bekannte Mengen an Ostron, Ostradiol, 
oder Ostriol enthielten. Zur Ermittlung der Verluste bei den einzelnen 
Arbeitsgingen wurden im Verlauf der Aufarbeitung die in Tab. 4 aufge. 
fiihrten Bestimmungen durchgefiihrt. 

AuBerdem wurden Harnproben, deren Ostrogengehalt gesondert be- 
stimmt worden war, mit bekannten Mengen Ostron, Ostradiol und 
Ostriol nach der Hydrolyse versetzt und dem Aufarbeitungsgang ein- 
schlieBlich der Chromatographie unterworfen. Die nach Abzug der Harn- 
dstrogene ermittelten Werte sind ebenfalls der Tab. 4 zu entnehmen. 


Tab. 4. Wiederauffindungsversuche nach Extraktion, Verteilung und 




















Chromatographie. 
% Verlust nach 
Substanz |A son. | : a Ausbeut 
shane Atherrteabtion,/Vertedmns =r | Ath [Chromato-| “™b= 
(ly) Wasserwaschung| und NaOH | res graphic /f 
Ostron* “| = 2-5 a ll 7-14| 9-19 | 81-91 
Ostradiol* 4—9 | 6-13 9-20] 12—26 74—88 
Ostriol* 7—ll | 9—15 18—25 23—32 68—77 
Harn (10 ml) 
+. Ostron, : 79; 84; 87 
Ostradiol und 73; 79; 81 
Ostriol (je 1 y nach der Hydrolyse zugesetzt) 69; 71; 77 





* Jeweils fiinf Bestimmungen. 


6. Beleganalysen fiir das vorgeschlagene Verfahren 
Mit der entwickelten Arbeitstechnik wurde eine Reihe von Harn- 
proben aus dem gesamten Bereich der Graviditat und des normalen Zy- 
klus auf ihren Gehalt an Ostrogenen untersucht. Die Tab. 5 und 6 zeigen 
die Ergebnisse. 


Tab. 5. Der durch direkte Bestimmung ermittelte Ostrogen-Gehalt in Harn aus der 
mittleren bis spiten Schwangerschaft. 





Mens Grav. | 10|10| 9 | 9 [s—9| 8 | 8 [817 j,7 [6/6 |5 [5 | 





,,Ostriol‘‘* 
mg/24 Stdn. 


10,5] 9,7 | 8,2 | 5,8 | 2,) 






































{ 
32,5] 27,9] 25,7] 28,4] 24,5) 25,4! 19,2| 17,9} 17,5 
* Messung am Pulfrich-Photometer. 


Tab. 6. Typische Ostrogenwerte im Zyklus bei der summarischen Bestimmung nach 
der Extraktion. 








’ Prolifera- | = & ‘ : 
Zyklusphase tionsphase| & 2 | Sekretionsphase 
Ostron“ nach Extraktion*| 7,0 | 6,5 | 17,1} 10,8 | 11,6] 11,9 | 13,4] 7,6 








in y/24Stdn.  |direkt* 122 | 147 | 154 | 112 | 115 | 112 | 126 | 95 


























* Fluorometrische Messung am Photometer Eppendorf. 
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Da die im Zyklus erhaltenen direkten Werte im Mittel 100 bis etwa 
150 y/24 Stdn. betragen, diirfte die Beeinflussung der in der Graviditat 
erhaltenen direkten Werte durch diese von Nichtéstrogenen hervorgerufe- 
nen Fluoreszenzen bzw. Extinktionen nur gering sein. 


Beschreibung der Versuche 


Reagenzien 


Athylather, p.a., wird mit gesitt. FeSO,-Lésung und Wasser gewaschen, 
iiber eine Kolonne destilliert und in ganz gefiillten braunen Flaschen im Eisschrank 
aufbewahrt. Ather pro narcosi kann ohne weiteres nach Destillation verwendet 
werden. 

Petrolather, p. a., (30—50°) und Benzol, p.a., werden gut mit Wasser durch- 
gewaschen und iiber eine Kolonne destilliert. 

Athanol wird mit NaOH-Platzchen und Zinkstaub am Riickflu8 gekocht 
und fraktioniert. 

Chloroform, p. a. oder DAB 6, wird gut mit Wasser gewaschen, iiber CaCl, 
getrocknet und filtriert. Nach Destillation iiber eine Kolonne wird es mit 1 Vol.% 
Athanol versetzt (wichtig!) und in ganz gefiillten braunen Flaschen im Eisschrank 
auf bewahrt. 

8-proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung wird nach Lésen durch 
Filtration geklart. Durch Zusatz von 20-proz. Natronlauge wird der py-Wert 
auf 10,5 eingestellt. 

Hydrochinonreagenz: Die entsprechende Menge an konz. H,SO, (d 1,84) 
wird in einen 100-ml-Me8kolben eingebracht (Ostriol 68 Vol.%, Ostron und Ostra- 
diol 52 Vol.%), mit 2 g Hydrochinon, p. a., versetzt und unter Kiihlung vorsichtig 
auf 100 ml aufgefiillt (méglichst frisch verwenden). 

p-Nitrophenol-Chloroform-Lésung: Man lést 2 g p-Nitrophenol, p. a., in 
100 ml Chloroform, welches zur Konservierung und Erhéhung des Lésungsver- 
mogens 1 Vol.% Athanol enthalt. 

Standardlésungen: Die Standardlésungen der krist. Ostrogene werden 
durch Lésen von 1 mg des betreffenden Hormons in 100 mi Athanol hergestellt und 
bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt. 


A. Orientierende summarische Ostrogenbestimmung im Harn 
vom 4. bis 10. Schwangerschaftsmonat 
a) Durchfihrung der Nachweisreaktion 

Man gibt in zwei 10-ml-Glasstopfenglaschen je 0,1 m/ des gemischten 24-Stdn.- 
Harns, setzt 1 ml eines Gemisches aus etwa gleichen Teilen Athanol und Benzol 
hinzu und dampft das Lésungsmittel im Wasserbad ab. Evtl. wiederholt man den 
Vorgang noch einmal, um das Wasser restlos zu entfernen. Zu dem trockenen Riick- 
stand gibt man 1 mi Hydrochinonreagenz (68-proz.); oder man mischt 0,74 ml 
H,SO,, 20 mg Hydrochinon, 0,3 m/ Wasser und 0,1 ml Harn direkt im Roéhrchen. 

Die verschlossenen Proben werden 40 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. 
Dabei schwenkt man die Réhrchen in den ersten Min. gut um. Dann kiihlt man 
3 Min. in Eiswasser. Man iiberschichtet mit 1,4 ml Wasser, kiihlt weitere 3 Min. und 
mischt dann gut durch. 

Nach weiteren 3 Min. Kihlung werden 2,5 ml p-Nitrophenol-Chloroform- 
Lésung unterschichtet. Man kihlt noch 2 Min. und schiittelt die verschlossenen 
Glaschen 20 Sek. lang kraftig durch. 

Die Proben werden 2 Min. bei etwa 1500 U/Min. zentrifugiert. Nach dem Ab- 
saugen der iiberstehenden waBr. Phase einschlieBlich der Flocken an der Trennungs- 
schicht wird die Chloroform-Phase gegen einen Reagenzien-Leerwert kolorimetrisch 
oder fluorometrisch gemessen. 

In der Graviditat bringt man die erhaltenen Werte zu einem entsprechend 
erhaltenen Ostriolwert in Beziehung. 
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Das gleiche gilt fir Gesamtextrakte in der Graviditat. Im Zyklus bezieht man 
die Werte auf Ostron oder Ostriol. 

Bei der getrennten Bestimmung von Ostron, Ostradiol und Ostriol (vgl. B, b) 
werden die fiir diese Komponenten jeweils optimalen Konzentrationen (Ostriol 
68 Vol.%, Ostron und Ostradiol 52%) verwendet. Die Werte werden dann auf die 
entsprechenden Standardsubstanzen bezogen. (Die Farbstoffextraktion l4Bt sich 
auch bei Reaktionsgemischen nach Brown durchfiihren.) 


b) Kolorimetrische Messung 


Spektralphotometer: Die Messungen erfolgen bei 538,5 mu, 500 mu und 
577 mu. Man ermittelt die korrigierten Extinktionen nach der Formel 


Excrr = E53g,5 — 9,5 L599 — 0,5-H 577 (Allen) 


Pulfrich-Stufenphotometer und Elko-Photometer: Die Messung er- 
folgt mit den Filtern S 50, S 53 und S 57. Nach Méglichkeit verwendet man am 
Pulfrich-Photometer Kleinkiivetten mit 3—5 cm Schichtdicke. Unter Beriick- 
sichtigung der asymmetrischen Lage der spektralen Filterschwerpunkte ergibt 
sich die korrigierte Extinktion nach der Formel 


Excrr = E533 — 0,526 > Egg, — 0,474° Lang 


Photometer Eppendorf: Bei Vorhandensein der Wechselvorrichtung fiir die 
Cadmium- und Quecksilberlampe verwendet man die Linien Cd 509, Hg 546 und 
Hg 577/9 und ermittelt die korrigierte Extinktion nach 

Ex-rr = Esse a 0,464 E'so9 —- 0,536 *E sz 


Bei Verwendung der Linien Hg 492, Hg 546 und Hg 577/9 berechnet man die 
korrigierte Extinktion nach 


Ex-re = Esq — 0,372- E go, — 0,628- Egrg. 
c) Fluorometrische Messung 


Fiir die fluorometrische Messung verwendet man das Eppendorf-Photometer 
mit Fluoreszenzeinrichtung II oder ein anderes Gerit, das die Anregung mit der 
griinen Quecksilberlinie gestattet. Als Primarfilter verwendet man das Filter Hg 546 
und als Sekundarfilter das entsprechende Spektralfilter Hg 578 oder ein Sperrfilter, 
das langwelliges Licht oberhalb 560 mu durchlaBt. Als Fluoreszenzstandard eignet 
sich eine schwach alkalische Eosinlésung. Besser ist ein fest eingebauter Fluoreszenz- 
standard. 

Der MeBbereich liegt bei kolorimetrischen Messungen zwischen 0,2—20 y und 
gehorcht dem Lambert-Beerschen Gesetz. Fiir fluorometrische Messungen reichen 
Mengen von 0,005—0,5 y Ostron noch aus. 


B. Die Ostrogenbestimmung in Harn geringer Ostrogenkonzentration 


Durch die Empfindlichkeit der fluorometrischen Messung ware auch die 
direkte Bestimmung der Ostrogene im Zyklus gerade noch méglich. Da jedoch die 
in mehr als tausendfach héherer Menge ausgeschiedenen Gesamtsteriode eine ge- 
ringe Fluoreszenz unter den Reaktionsbedingungen ergeben (vgl. Tab. 1), wird der 
Ostrogenspiegel durch diesen Wert iiberdeckt, so da8 in diesem Fall eine Isolierung 
der phenolischen Fraktion erforderlich wird. Zur Isolierung der Ostrogenfraktion 
verwenden wir eine etwas vereinfachte Vorschrift der Hydrolyse und Extraktion 
nach Brown. 


a) Isolierung der Ostrogenfraktion 


Man gibt so viel Harn, da8 maximal 4 » Ostrogene in der Probe vorhanden 
sind, in ein 25-ml-Glasstopfenglas und fiillt mit Wasser auf 10 m/ auf (im Zyklus 
nimmt man 10 ml, in der Graviditaét ermittelt man den Ostrogengehalt evtl. durch 
die orientierende Direktbestimmung). 

Nach Zusatz von 1,5 ml konz. Salzsiure werden die verschlossenen Glaschen 
1 Stde. lang im siedenden Wasserbad erhitzt. Man kiihlt die Proben in flieBendem 
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Wasser und extrahiert mit 10 ml, 5 mi und 5 ml peroxydfreiem Ather (Emul- 
sionen werden durch Zentrifugieren beseitigt; der Ather wird jeweils abgehebert). 

Die vereinigten Atherextrakte werden einmal mit 4 ml gesattigter Carbonat- 
Pufferldsung vom pq 10,5, einmal mit 3 ml 8-proz. Natriumhydrogencarbonat- 
lésung und zweimal mit 2 mi dest. Wasser gewaschen. Der Ather wird im Luftstrom 
bei 35—40° vertrieben. Evtl. vorhandenes Wasser wird nach Zugabe von 1—2 ml 
Athanol-Benzolgemisch im Wasserbad abgedampft. 

Der Riickstand wird in 4 ml Benzol warm gelést. Nach dem Abkiihlen fiigt 
man 4 ml Petrolather hinzu und extrahiert die Ostrogenfraktion in dem gleichen 
Glaschen mit 4 ml, 3 ml und 2 mi 1-proz. Natronlauge (Emulsionen werden durch 
Zentrifugieren beseitigt). Nach der letzten Extraktion saugt man das Benzol- 
Petrolather-Gemisch, das die Neutralsteroide enthalt, mittels einer an eine Wasser- 
strahlpumpe angeschlossenen Kapillare quantitativ ab und gibt die vorher ab- 
pipettierten beiden ersten alkalischen Extrakte in das Glaschen zuriick. Das zur 
Aufbewahrung dieser Extrakte verwendete Gefai8 wird mit 1 ml dest. Wasser aus- 

espiilt. 
vd Die alkalische Phase wird mit konz. Salzsiure schwach angesduert und mit 
0,5 g Natriumhydrogencarbonat versetzt*. 

Man extrahiert nun die Ostrogenfraktion wieder mit 10 ml, 5 ml und 5 ml 
Athylather, wascht 2mal mit 2 ml dest. Wasser, vertreibt den Ather bei 35—40° im 
Luftstrom und entfernt das Wasser nach Zugabe von 1—2 mi Benzol-Athanol im 
siedenden Wasserbad. 

Die Farbreaktion wird nach A durchgefiihrt. Bei Harnproben aus dem Zyklus 
ist die fluorometrische Bestimmung der kolorimetrischen vorzuziehen. 


b) Saulenchromatographische Trennung von Ostron, Ostradiol und 
Ostriol 


Die nach a) erhaltenen Riickstaénde werden in 2 mi Benzol warm gelést, mit 
4 m/l CCl, versetzt und an einer in CCl, hergestellten Aluminiumoxydsaule von etwa 
10 mm Durchmesser adsorbiert. Man fiillt zu diesem Zweck 3 g entsprechend 
standardisiertes Aluminiumoxyd (vgl. weiter unten) in ein Chromatographierohr, 
das im einfachsten Fall aus einem unten verjiingten Glasrohr von etwa 10 mm Durch- 
messer und etwa 50 cm Lange besteht, unten mit einem Wattepfropf und einer Lage 
Quarzsand abgeschlossen und mit CCl, etwa halb gefiillt ist. Nach dem Absetzen des 
Aluminiumoxyds iiberschichtet man eine weitere Lage Quarzsand von etwa 5 mm 
Hohe zum Schutz der Oberflache. 

Nach dem Abtropfen des Tetrachlorkohlenstoffs gibt man die Ostrogenlésung 
auf die Saule, 14Bt abtropfen, spiilt noch einmal mit 5 m/ CCl, nach, wiederholt den 
Vorgang mit 5 ml Benzol und beginnt nach quantitativem Abtropfen der Lésungs- 
mittel mit der Elution. Die zur Elution verwendeten Lésungsmittel gibt man vorher 
in die Réhrchen, in denen der Ostrogenriickstand war, um evtl. ungeléstes Ostriol 
quantitativ in die Saéule zu iiberfiihren. “ 

Man beginnt die Elution mit 9 ml 0,8-proz. Athanol in Benzol. Diese Frak- 
tion enthalt schneller laufende Steroide und einen Teil der Verunreinigungen (Vor- 
lauf). 

Dann eluiert man mit weiteren 10 ml 0,8-proz. Athanol in Benzol. Diese Frak- 
tion enthalt Ostron. ; 

AnschlieBend wird mit 15 ml 3-proz. Athanol in Benzol die Ostradiolfraktion 
und mit 15 ml 20-proz. Athanol in Benzol die Ostriolfraktion eluiert (Abb. 5). 

Die Eluate werden in 20 ml-Glasstopfenglaschen aufgefangen und im schwa- 
chen Luftstrom bei 80—85° verdampft. AnschlieBend fiihrt man die Farbreaktion 
nach A durch. 





* Anm. b.d. Korr.: Einen besseren Reinigunseffekt erreicht man durch Zu- 
gabe von 4,5 g Na,CO,:10H,O und anschlieBenden Zusatz von 1 ml konz. Salz- 
siure. Der Atherextrakt mu8 dann vor dem Waschen mit Wasser einmal mit 8-proz. 
Natriumhydrogencarbonatlésung (2—3 ml) gewaschen werden. 
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Da in der Schwangerschaft das Verhiltnis von Ostriol: Ostron: Ostradiol sehr gro8 
ist, setzt man hier gr6Bere Harnaquivalente zur Chromatographie an und verwendet 
nur einen Teil der Ostriolfraktion zur Nachweisreaktion. 

Die Desaktivierung des verwendeten Aluminiumoxyds erreicht man durch 
Zugabe von etwa 4 mi dest. Wasser zu 100 g Al,O3, wasserfrei, nach Brockmann, 
und 2—3 Stdn. Schiitteln. Die genaue Lage der Ostrogenbanden ermittelt man im 
Modellversuch durch fraktioniertes Auffangen der Eluate. Bei quantitativem 
Durchtritt des ersten Ostrogens wird das Elutionsmittel gewechselt. Unter Wah- 
rung einer Sicherheitsgrenze von 2—3 mi vor und nach den einzelnen Fraktionen 
lassen sich dann in unbekannten Extrakten die Ostrogenfraktionen blind schneiden. 
Evtl. werden die Lésungsmittelmengen entsprechend der Aktivitaét des verwende- 
ten Aluminiumoxydes etwas abgeandert. 


Benzol , , OB%Athanoi _, , 3%Athano!_, 20%Athanol 
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Diskussion 


1. Aufarbeitung des Harns 


Die verwendeten Methoden zur Hydrolyse, Extraktion und Chro- 
matographie sind unter Beriicksichtigung der hinlinglichen Spezifitat der 
Nachweisreaktion auf minimale Ostrogenverluste und geringsten Arbeits- 
aufwand ausgerichtet worden. Diese Verfahren sind in der Literatur ge- 
niigend diskutiert worden und hinlanglich bekannt, so daB hier auf eine 
Diskussion verzichtet werden kann. 


2. Spezifitat der Nachweisreaktion 


Die beschriebene Farbreaktion zeichnet sich gegeniiber den bekann- 
ten Methoden durch eine bessere Spezifitit aus. Wahrend die Durchfiih- 
rung der bekannten Nachweisreaktionen in einem in fast idealer Weise 
verunreinigten Ostrogenriickstand, den der Trockenriickstand von Voll- 
harn darstellt, nahezu unmdglich ist, zeigen die nach der beschriebenen 
Nachweisreaktion erhaltenen Farbkomplexe Extinktionskurven, die den- 
jenigen kristalliner Reinsubstanzen fast gleichen. Durch die Méglichkeit 
der fluorometrischen Messung erhoht sich infolge der Anregung mit ener- 
giearmem Licht die Spezifitat ebenfalls gegeniiber den bekannten fluoro- 
metrischen Methoden. 


3. Empfindlichkeit 
Die Empfindlichkeit ist gegeniiber der von Brown beschriebenen 
Farbreaktion um etwa 20% erhoht. So betrigt z. B. fiir Ostron der Wert 


E\% im Maximum 2100 gegeniiber einem Wert von etwa 1700 nach 
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Brown. Infolge der steileren Extinktionskurve verschiebt sich das Ver- 
haltnis der korrigierten Extinktionen noch zugunsten der beschriebenen 
Reaktion. 

Durch die Méglichkeit der Fluorometrie, nicht zuletzt wegen der 
Verwendung der intensiven griinen Quecksilberlinie fiir die Primarstrah- 
lung, erhéht sich die Empfindlichkeit der Nachweisreaktion sehr stark. 

Bei Anregung mit griinem Quecksilberlicht ergibt sich in Verbindung 
mit einem empfindlichen Empfangsorgan (Photomultiplier) bei Verwen- 
dung spektralreiner Filter (Primarfilter Hg 546, Sekundarfilter 578 
,,Lange‘‘) unter Ausnutzung der vollen Empfindlichkeit am Photometer 
Eppendorf bei 1 y Ostron/2,5 ml MeBlésung ein Galvanometerausschlag 
von umgerechnet 2500 Skalenteilen. Der Vollausschlag des Gerates ist 
also bereits bei 0,04 y Ostron erreicht (In der Praxis wird man naturgemaB 
nicht mit so geringen Mengen arbeiten). Die entsprechenden Werte be- 
kannter Methoden 1*16 liegen bei 0,24 y Ostron (Coleman Photofluoro- 
meter). Die Empfindlichkeit der bekannten Methoden wird also ohne 
weiteres erreicht. 

4. Arbeitsaufwand 

Der Arbeitsaufwand ist gegeniiber den bekannten Methoden erheb- 
lich reduziert. Durch die Spezifitaét der Farbreaktion kann die voran- 
gehende Reinigung der Extrakte stark vereinfacht bzw. ganzlich unter- 
lassen werden, so da eine summarische Ostrogenbestimmung in der 
Graviditat etwa 1 Stde., eine summarische Bestimmung im Zyklus etwa 
4—6 Stdn. in Anspruch nimmt. Dabei kénnen bis zu 10 Direktbestim- 
mungen oder etwa 5—10 Bestimmungen durch Extraktion von einem 
Untersucher gleichzeitig durchgefiihrt werden. Fiir die chromatogra- 
phische Trennung gilt etwa dasselbe wie fiir die von Brown beschriebene 
Methode. 

Der Verbrauch an Reagenzien ist denkbar gering. 


Frl. S. Schimke und Herr D. Gorzel halfen bei der Durchfiihrung der Be- 
stimmungen, wofiir bestens gedankt sei. 


Zusammenfassung 


1. Fir die quantitative Bestimmung von Ostron, Ostradiol und 
Ostriol wird der nach einer modifizierten Kober-Reaktion gebildete 
Farbkomplex durch p-Nitrophenol in Chloroform selektiv extrahiert. 
Der Farbkomplex 148t sich kolorimetrisch im Bereich zwischen 0,2 und 
20 y/2,5 ml oder fluorometrisch bei 0,005 bis 0,5 y/2,5 ml Farblosung 
messen. 

2. Spezifitaét und Empfindlichkeit reichen aus, um in 0,1 m/ Vollharn 
aus der mittleren bis spiten Graviditait den Gesamtéstrogengehalt ohne 
vorherige Isolierung der Phenolfraktion zu bestimmen. 


15 J. W. Jailer, J. clin. Endocrinol. 8, 564 [1948]. 
16 R. W. Bates,'Ciba Foundation Colloquia on Endocrinology Vol. II, 8. 58, 
117, J. u. A. Churchill ltd., London 1952; W. Zimmermann, Chem. Bestimmungs- 
methoden v. Steroidhormonen, Springer-Verlag, Heide'berg 1955. 
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3. Durch Einfiihrung eines Halbmikroverfahrens zur Hydrolyse und 
Extraktion wird auch im Bereich der friihen Graviditaét und des Zyklus 
eine Ostrogenbestimmung médglich. 


4. Die getrennte Bestimmung von Ostron, Ustradiol und Ostriol er. | 


folgt nach Séulenchromatographie an desaktiviertem Al,O,. 


Summary 


1. To determine oestrone, oestradiol, and oestriol quantitatively, a 
color complex formed by a modified Kober reaction, is selectively 
extracted with p-nitrophenol in chloroform. The color complex can be 
measured colorimetrically when in the range of 0.2 to 20 y/2.5 ml or 
fluorometrically when in the range of 0.005 to 0.5 y/2.5 ml solution. 


2. Both the specificity and the sensitivity sufficed to determine the | 


total oestrogen content in 0.1 m/ urine collected during middle till 
late pregnancy, without having isolated the phenolic fraction first. 

3. Introduction of a semimicro procedure for the hydrolysis and 
extraction makes it possible to determine the oestrogen content also 
during early pregnancy and during the cycle. 

4. Separate quantitative analysis of oestrone, oestradiol, and oestriol 
is carried out after column chromatography on deactivated Al,Os. 
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Steroidkonjugate, II*) 

Trennung und Identifizierung mehrerer 
17-Ketosteroidglucuronide aus Harn mittels kombinierter 
elektrophoretischer und chromatographischer Methoden**) 

Von 


Helmut Pelzer, Wolfgang Staib und Dietrich Ott 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
Direktor: Prof. Dr. K. Hinsberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1958) 


In einer I. Mitteilung iiber Steroidkonjugate! beschrieben wir eine 
Gruppentrennung von 17-Ketosteroidkonjugaten aus Harn durch Hoch- 
spannungs-Papierelektrophorese. Von den 5 mit Zimmermann- Rea- 
genz anfarbaren Zonen enthielt eine die Glucuronide, eine zweite wahr- 
scheinlich die Sulfate von 17-Ketosteroiden. In den anderen Zonen ver- 
muteten wir bisher noch unbekannte Konjugationsformen. 


Crepy und Mitarb.? publizierten eine Gruppentrennung von 17- 
Ketosteroidsulfaten und -glucuroniden aus Harnextrakten an einer 
Aluminiumoxydsaule. Es war zu erwarten, daB man durch Kombination 
dieser beiden Methoden und nachfolgende Papierchromatographie zu 
einer weitgehenden Anreicherung und Auftrennung der 17-Ketosteroid- 
konjugate aus Harn-Butanolextrakten gelangen kann. In Vorversuchen 
zeigte sich, daB die Sulfat- bzw. Glucuronidfraktion der Saulenchromato- 
graphie nach Crepy mit den entsprechenden Zonen auf einem Papier- 
elektropherogramm iibereinstimmten. 

Wir berichten im folgenden iiber eine Auftrennung der Glucuronid- 
fraktion eines Harnextraktes durch Papierchromatographie. Aus dem 
Harn zweier Patientinnen, denen je 100 mg Testosteronpropionat i.m. 
injiziert worden waren, konnten wir auf diese Weise die Glucuronide von 
Androsteron,Atiocholanol-(3x)-on-(17)und Atiocholanol-(3«)-dion-(11.17) 
voneinander trennen und weitgehend reinigen. Durch Aufarbeitung gr6- 
Berer Mengen Harn lieBen sich die einzelnen Glucuronide charakterisieren 
und identifizieren. 


* Fir die Unterstiitzung der beiden ersten Arbeiten iiber Steroidkonjugate 
und die Gewahrung von Stipendien sind wir dem Herrn Kultusminister von Nord- 
rhein-Westfalen zu groBem Dank verpflichtet. 

** Auszugsweise vorgetragen auf der Tagung der deutschen und schweizeri- 
schen physiologischen Chemiker in Basel, September 1957. 

1 1. Mitteil.: H. Pelzer u. W. Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]. 

2 O. Crepy, M. F. Jayle u. F. Meslin, Acta endocrinol. 24, 233 [1957]. 
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Methodik und Ergebnisse 


1. Chromatographie der 17-Ketosteroidglucuronide 
Der 48 Stdn.-Harn wurde mit Salzsiure auf px 2,5 gebracht, mit 


Natriumsulfat gesaittigt und mit n-Butanol extrahiert. Zur Vermeidung | 
einer Séurehydrolyse neutralisierten wir den Butanolextrakt mit Na. | 


triumhydrogencarbonat, dampften im Vak. auf +/,, des Volumens ein, 
trennten vom Unloslichen ab und fiigten 1°% Wasser zu. Diese Losung 
wurde an einer Aluminiumoxydsiule chromatographiert (Tab. 1). 


Tab. 1. Saulenchromatographie des Harnextraktes an Aluminiumoxyd 
a) 17-KS-Bestimmung ohne Hydrolyse mit dem Athylacetatverfahren (Werte be- 


zogen auf Androsteron) — b) 17-KS-Bestimmung nach der Schnellmethode (siehe 


experimenteller Teil). 

















ae , Glucuron- 
Elutionsfliissigkeit — ee) 17 Ranney saure- 
uats 2 
3 b bestimmung 
I 465 ml Butanol- 
WO WAREET oo ew braunrot — 8,1 mg “= 
II 600 ml Butanol- 
yy | i a gelb - 1,9 mg 0,72 mg 
III 300 mi Butanol- 
BOC, PYBRHEE noe. no ces gelb 0,6 mg | 0,84 mg 
IV 400 ml Butanol- 
10% Wasser. .... . gelb 0,8 mg 3,7 mg 
Va 910 mi Butanol- 
15% 0,l-n. NH,OH . . gelb 27 mg — 42 mg 
Vb 560 mi Butanol- 
15% 0,l-n. NH,OH . . | fast farblos 1,6 mg | 1,23 mg 2,8 mg 
Ve 84 ml Butanol- 
15% 0,1-n.NH,OH .. farblos — 0,18mg | 0,3 mg 








Zur Bestimmung der 17-Ketosteroide (17-KS) wandten wir eine von uns modi- 
fizierte Zimmermann-Methode® an. Wir ersetzten dabei den Extraktionsather 
durch Athylacetat. Bei synthetischen 17-KS-Sulfaten erhalt man hiermit héhere 
Extinktionen als mit Ather (Abb. 1). Das Bestimmungsverfahren nach Callow und 
Mitarbb.* bewahrte sich bei der Chromatographie nicht, da die Chromogene und 
andere Begleitstoffe zu sehr stérten. 

Die Fraktionen Va und Vb der Chromatographie wurden vereinigt 
und im Vak. zur Trockne verdampft. Nach Loésung in einer bestimmten 
Menge Methanol wurde ein Teil davon fiir eine Papierelektrophorese ent- 
nommen, der Rest kam unmittelbar zur Papierchromatographie. 

Fiir die Elektrophorese, bei der wir im wesentlichen wie friiher! verfuhren, ver- 
wendeten wir einen Pyridin-Essigsaurepuffer py 5. Dieser hat vor dem Triathanol- 
aminacetat-Puffer den Vorteil, daB alle seine Bestandteile fliichtig sind und somit 
bei der nachfolgenden Papierchromatographie nicht stéren. Eine Verschiebung des 


3 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
4 N. H. Callow, R. K. Callow u. C. W. Emmens, Biochem. J. 82, 1312 
[1938]. 
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Puffer-pp von 7,5 nach 5,0 hatte keinen merklichen EinfluB auf den Trenneffekt. 
Ein solcher ist jedoch sehr deutlich im Bereich py 3,0 bis 4,0. Hier ist neben einer 
starken Abtrennung der Glucuronide von den Sulfaten auch eine teilweise Auftren- 
nung der Glucuronidfraktion zu beobachten. 
































Mol —— 


Abb. 1. Eichkurven fiir 17-KS-Bestimmungen nach Zimmermann’). 


——— Androsteronsulfat mit Athylacetat als Extraktionsmittel. 
—-+—-— Androsteronsulfat mit Ather als Extraktionsmittel. 
— — — Androsteron mit Athylacetat als Extraktionsmittel. 


Die einzige Zimmermann- positive Zone des Pherogramms (Glu- 
curonide) wurde mit Methanol extrahiert und der Eindampfriickstand 
des Extraktes zur Chromatographie auf Schleicher & Schiill-Papier 
Nr. 2045a aufgetragen. In dem Lésungsmittelsystem III von Lewbart 
und Schneider® ersetzten wir das Veronalnatrium durch das fliichtige 
Ammoniumacetat. Zur dauernden Kontrolle des Durchlaufchromato- 
gramms lieBen wir etwas Bromkresolgriin oder Bromphenolblau mitlau- 
fen. Die Ry-Werte beider Farbstoffe sind in dem beschriebenen System 
ahnlich denen von Androsteron- und Atiocholanolonglucuronid. Hatte 
der Farbstoff etwa ?/, der Gesamtlaufstrecke (60 cm) zuriickgelegt, so 
wurde das Chromatogramm herausgenommen und getrocknet. Eine 
Photoprint-Aufnahme zeigte dann die UV-absorbierenden Zonen, die 
Anfirbung mit Zimmermann-Reagenz die Lage der 17-KS-Glucu- 
ronide. Brachte man die Glucuronidfraktion der Siulenchromatographie 
unmittelbar zur Papierchromatographie, so erhielt man mehr UV-ab- 
sorbierende Zonen als nach Zwischenschaltung der Elektrophorese. 
Die Trennung der 17-KS-Glucuronide war aber in beiden Fallen 
gleich gut. 

Ihre Wanderungsstrecken hatten, bezogen auf die vom Bromkresol- 
grin gleich 1,0, folgende Werte: Zone I 0,62, Zone II 0,93, Zone III 1,0. 
Drei weitere Zonen mit kleineren R,-Werten, die mit Zimmermann- 
Reagenz sehr schwach anfarbten, wurden nicht weiter untersucht. Abb. 2 
zeigt, daB die 17-KS-Zonen I—III nicht oder kaum von UV-absorbieren- 
den Substanzen tiberlagert werden. 


5 M. L. Lewbart u. J. J. Schneider, Nature [London] 176, 1175 [1955]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 312 3 
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Abb. 2. Papierchromatographie 
der Glucuronidfraktion 

a) Photoprintaufnahme im UV-Licht; 

b) Anfarbung mit Zimmermann- 

Reagenz. 


a 


Zur besseren Reinigung der Zonen I—III chromatographierten wir 
diese nach Elution einzeln ein zweitesmal im gleichen Lésungsmittel- 
system. Die R,-Werte blieben im Vergleich zum Bromkresolgriin die- 
selben. 


2. Charakterisierung und Identifizierung der chromato- 
graphisch gereinigten Glucuronide 


Die Zonen I—III wurden nach der zweiten Chromatographie mit 
Methanol eluiert. Einen Teil der methanolischen Lésung hydrolysierten 
wir mit £-Glucuronidase* und chromatographierten die freigesetzten 
17-KS nach Savard® in Propylenglykol-Benzin. Das Hydrolysat von 
Zone I enthielt Atiocholanol-(3«)-dion-(11.17)** und 2 etwas polarere 

* Auch an dieser Stelle wollen wir Herrn Prof. Dr. Auhagen (Bayerwerke, 
Wuppertal) unseren aufrichtigen Dank fiir die groBziigige Uberlassung von 36,7 
Mill. Einheiten 6-Glucuronidase aussprechen. 

** Fiir die Uberlassung von Atiochclanol-(3«)-dion-(11.17) sind wir der Firma 
Dembach-Roussel, Koblenz, zu groBem Dank verpflichtet. 

6 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
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17-KS, wahrscheinlich 11-Hydroxy-atiocholanolon und 11-Hydroxy- 
androsteron*., Das Hydrolysat von II enthielt papierchromatographisch 
reines Androsteron, das von III papierchromatographisch reines Atio- 
cholanolon. 

Zur Charakterisierung der papierchromatographisch getrennten 17- 
KS-Glucuronide bestimmten wir im Eluat das Verhaltnis von 17-KS zu 
Glucuronsaure (Tab. 2). Spalte a bringt die 17-KS-Werte ohne Hydrolyse 
(Athylacetatmethode), Spalte b die nach Hydrolyse mit £-Glucuronidase 
(Athermethode). Die hoheren Werte nach Hydrolyse deuten daraufhin, 
daf das Athylacetatverfahren bei Glucuroniden kleinere molare Extink- 
tionen gibt, als bei Sulfaten. 


Tab. 2. Gehalt der papierchromatographisch getrennten Zonen I—III an 17-KS 
und Glucuronséure und deren Verhaltnis zueinander. 17-KS-Bestimmung a fiir 


. nichthydrolysierte Konjugate mit Athylacetat; b mit dem Ather-Verfahren fir 


q 





Eis IDA Rt i 


4 
Bt 
i 





die freien 17-KS nach Hydrolyse. 











_— Glucuronséure 17-KS in Mol Verhialtnis 17-KS/ 
in “Mol a | b Glucuronsaure (b) 
I 6,13 2,30 2,17 0,355 
II 5,00 2,84 3,79 0,759 
III 3,29 1,26 2,68 0,815 








Das molare Verhialtnis 17-KS/Glucuronsiure < 1,0 zeigt, daB die 
auf dem Papierchromatogramm eluierten 17-KS-Glucuronide noch nicht 
vollig rein waren. 


Diskussion 


Wie wir bereits friiher berichteten!, scheint die Hauptschwierigkeit 
der Chromatographie von Steroidkonjugaten aus Harnextrakten in einer 
ausreichenden Vorreinigung zu liegen. Es wurden von anderer Seite’ Ver- 
suche beschrieben, den Trockenriickstand des Butanolextraktes direkt 
zur Papierchromatographie aufzutragen. Zu diesem Zweck mu8 aber ent- 
weder der Harn bei px 11 extrahiert oder der fertige Butanolextrakt mit 
waBriger Natronlauge gewaschen werden. Eigene Versuche ergaben, daB 
bei diesem Verfahren zwar ein groBer Teil stérender Begleitsubstanzen 
entfernt wird, man dafiir aber gewisse Verluste an 17-KS in Kauf nehmen 
mu. Diese Verluste sind bei den 11-oxygenierten 17-KS-Glucuroniden 
groBer als bei denen von Androsteron und Atiocholanolon’. Man erhalt 
auf diese Weise ein verzerrtes Bild der quantitativen Verhaltnisse. Ferner 


* Wir haben diese beiden Steroide nicht naher identifiziert, da wir keine 
Test-Substanzen besitzen und die isolierten Mengen zu klein fiir Aufnahmen von 
IR- Spekiven waren. 

7 G. Cavina u. L. Tentori, Referat am internationalen KongreB fiir kli- 
nische Chemie, Stockholm, August 1957. 

8 M. F. Jayle u. E. E. Baulieu, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 1200 [1952]; 

0. Crepy, D. Malassis, F. Meslinu. M. F. Jayle, Acta endocrinol. 26, 43 [1957]. 
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ist wegen des begrenzten Auflésungsvermégens der Papierchromato- 
graphie eine vorherige Gruppentrennung auf jeden Fall angebracht. 

Bei der Séulenchromatographie an Aluminiumoxyd wird der Haupt- 
teil der braunen Chromogene bereits durch Butanol/1°% Wasser heraus- 
gewaschen. Sowohl die Sulfatfraktion (Butanol/6°%, Wasser) als auch die 
der 17-KS-Glucuronide (Butanol/15°% 0,l-n.NH,OH) sind nach dem 
Eindampfen fiir eine Papierchromatographie in dem beschriebenen Sy- 
stem geniigend rein. 

Nach Crepy und Mitarbb.? ist die Gruppentrennung von 17-KS- 
Sulfaten- und Glucuroniden an Aluminiumoxyd mit Butanol/Wasser- 
Gemischen quantitativ. Dies scheint, eigenen Versuchsergebnissen zu- 
folge, nicht fiir andere Glucuronide unbedingt zuzutreffen. Wascht man 
nimlich die Sdéule nach der Elution der 17-KS-Glucuronide mit konz. 
waiBr. Ammoniak, so erhalt man eine weitere Glucuronsaure enthaltende 
Fraktion. 

Wir konnten in vorliegender Arbeit zeigen, daB zur papierchromato- 


graphischen Trennung der Glucuronide im System III von Lewbart und | 


Schneider eine Vorreinigung und Vortrennung an Aluminiumoxyd aus- 
reicht. Dagegen wird man zur volligen Isolierung (Reinigung von Begleit- 
substanzen) der Glucuronide entweder eine Papierelektrophorese zwi- 
schenschalten oder nacheinander in verschiedenen Lésungsmittelsyste- 
men chromatogtaphieren miissen. Bei der Papierelektrophorese bekommt 
man unter Verwendung eines Puffers von px 3,5 bis 4,0 eine weitgehende 
Reinigung der Glucuronidfraktion von den Begleitsubstanzen. Die UV- 
absorbierenden Stoffe bleiben z. B. fast quantitativ am Start zuriick. Fiir 
eine zweite Papierchromatographie scheint uns das kiirzlich von Bush® 
beschriebene System (tert. Butanol/Toluol/Eisessig/Wasser mit 2% konz. 
HCl) sehr geeignet zu sein. Erste Versuche von uns ergaben, daf man 
damit sogar die Zone I in 3 Fraktionen auftrennen kann. 

Besonderen Wert wird die Kombination dreier verschiedener Tren- 
nungsverfahren, z. B. aufeinanderfolgende Siulenchromatographie, Pa- 
pierelektrophorese und Papierchromatographie bei der Auffindung bisher 
unbekannter Konjugate haben. So fanden wir* im Harn eines Hundes 
nach Injektion von Dehydroisoandrosteron Zimmermann- positive 
Konjugate, die sich sowohl bei der Chromatographie an Aluminiumoxyd 
als auch bei der Hochspannungselektrophorese anders als 17-KS-Sulfate 
und Glucuronide verhielten. In der Papierchromatographie nach Lew- 
bart und Schneider hatten sie dagegen ahnliche R,-Werte wie die 17- 
KS-Glucuronide. Sie lieBen sich in kochendem Wasser (px 7) hydrolysie- 
ren, wobei Zimmermann-positive Steroide freigesetzt wurden, die 
chromatographisch ein ahnliches Verhalten zeigten wie die kiirzlich von 
Fotherby et al.?° isolierten 16-Hydroxy-17-ketosteroide. Da die er- 


* Unter Mitarbeit von Herrn Dr. W. Teller. 

® TI. E. Bush, Biochem. J. 67, 23 P [1957]. 

10 K. Fotherby, A. Colas, S. M. Atherden u. G. F. Marrian, Biochem. 
J. 66, 664 [1957]. 
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waihnten Konjugate im elektrischen Feld bei pu 7,5 nicht wanderten, ist 
anzunehmen, daB es sich hier nicht um Sulfate oder Glucuronide im iib- 
lichen Sinn handelt. Nahere Einzelheiten dariiber werden wir an anderer 
Stelle publizieren. 


Experimentelle Angaben 


Analytische Bestimmungsmethoden 


Glucuronsaure: Der methanolischen Lésung des Eluats entnahmen wir ein 
Volumen, das 10—80 y Glucuronsaure entsprach, dampften zur Trockne und be- 
stimmten wie friiher beschrieben!. 

17-Ketosteroide nach Zimmermann: Wie friiher! beschrieben. Schnell- 
methode: Ein aliquoter Teil von jeder Eluatfraktion wurde zur Trockne gebracht, 
in 10 ml Wasser gelést, mit 1 ml konz. Salzséure versetzt und 20 Min. unter Riick- 
flu8 gekocht. AnschlieBend extrahierten und bestimmten wir die 17-KS entspre- 
chend den Angaben von Zimmermann". 

Hydrolyse mit 6-Glucuronidase: Wie friiher beschrieben?. 

Saulenchromatographie (nach l. c.?): Aluminiumoxyd Merck (stand. nach 
Brockmann) wurde mit n-Butanol in ein Chromatographierohr (Vj 19 mm) ein- 
geschlammt bis die Hohe der Saule 17 cm betrug. Dann wurde der in 450 m/ Butanol/ 
1% Wasser geléste Harnextrakt durchgepreBt und die Saéule mit 15 m/ Butanol/1% 
Wasser gewaschen. Nun erfolgte die Elution mit den angefiihrten Lésungsmittel- 
systemen; Elutionsgeschwindigkeit etwa 2 ml/Min. 

Hochspannungs-Papierelektrophorese: Wie friiher beschrieben’ unter 
Verwendung von Pyridin-Essigsdure-Puffer (75 ml Pyridin in 2000 ml Wasser ge- 
lést und mit Eisessig auf py 5 angesduert). 

Papierchromatographie: Das modifizierte Lewbart-Schneider-Sy- 
stem hatte die Zusammensetzung n-Butylacetat/Methanol/methanolische Ammo- 
niumacetatlésung 150:50:50. Herstellung der methanolischen Ammoniumacetat- 
lésung: In 50-proz. wiBr. Methanol wurden 0,1 Mol Ammoniumhydroxyd (6,8 ml 
25-proz. waBr. Ammoniak pro Liter) gelést und die Lésung mit Eisessig auf py 8,2 
gebracht. 

Zur Papierchromatographie verwendeten wir eine Einrichtung, wie sie kiirz- 
lich von Arx und Neher? beschrieben wurde. Sattigung 12 Stdn. bei 35°, Ent- 
wicklung 30 Stdn. bei 32°. 

Die Anfaérbung mit Zimmermann-Reagens siehe I. c.". 








Zusammenfassung 


Die Glucuronide einiger 17-Ketosteroide aus einem Butanol-Harn- 
extrakt konnten durch aufeinanderfolgende Saulen- und Papierchromato- 
graphie aufgetrennt und identifiziert werden. 


Summary 


Glucuronides of some 17-keto steroids from a butanol extract of 
urine were separated and identified by successive column and paper 
chromatography. 








11 W. Zimmermann, Chemische Bestimmungsmethoden von Steroidhor- 
monen in Kérperfliissigkeiten, S. 43—44; Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
12 EK. v. Arx u. R. Neher, Helv. chim. Acta 39, 1664 [1956]. 
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Das Blei als Hemmstoff der Katalasewirkung 
Von 


Ibrahim Ruidié und Inge Grepinko 


Aus dem Zentral-Medizinisch-Chemischen Laboratorium Zagreb/Jugoslawien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Marz 1957) 


Die Genese der bei Bleiintoxikation auftretenden Blaisse wurde bis- 
her noch nicht ganzlich geklart. Es ist sicher, daB sie in den Anfangs- 
stadien der Vergiftung nicht die Folge einer Animie, d.h. einer Ab- 
nahme von Erythrocyten ist, sondern hauptsichlich durch Kapillar- 
spasmen verursacht wird. Uber die Fragen wie Blisse mit Veranderungen 
am Erythron zusammenhingt und welcher Natur diese Veraénderungen 
sind, gehen die Meinungen auseinander!-*. 


Fir eine, Kinwirkung des Bleis auf das Erythron spricht das Auftreten baso- 


phil punktierter Erythrocyten, deren Entstehung verschieden erklart wird: Nach | 


Vanotti und Mitarbb.® verlieren die Erythrocyten bei der Bleivergiftung die 
Fihigkeit, das Eisen in den Protoporphyrinring einzubauen. Die Folge davon ist 
ein Ansteigen des Protoporphyringehaltes der Erythrocyten. Kench und Mitarbb.® 
sind dagegen der Meinung, da8 das Blei von der Lipoproteid-Membran der Erythro- 
cyten adsorbiert wird, wodurch diese an Resistenz einbiiBt. 

Beide Erklarungen fiihren zu dem Schlub, daf es bei Bleivergiftung zu einer 
Zunahme von Erythrocyten mit geringerer Lebensdauer kommt. Diese Erschei- 
nung ist aber nach Vanotti eine sekundire. Primir ist die Bildung des Himo- 
globins gestért; Kench betrachtet dagegen das Blei als ein Membrangift, das die 
haimolytische Anamie verursacht. 


Bei diesen Erklirungsversuchen der Bleiintoxikation wurde die 
Wirkung des Bleis auf einzelne Enzyme bzw. Enzymsysteme nicht be- 
riicksichtigt, obwohl bekannt ist, daB Bleiionen auf verschiedene Enzyme 
wirken und Respirations- und Oxydationsprozesse in den Pflanzen be- 
schleunigen kénnen. So wird die Wirkung der Katalase im Kaninchen- 
blut nach Verabreichung von rotem Phosphor, Bleicarbonat, Mangan- 
carbonat und Nickelchlorid gesteigert’. Blei beschleunigt die Wirkung 


1 L. Heilmeyer u. H. Begemann, Blut und Blutkrankheiten. Springer- 
Verlag, Heidelberg 1951. 

2 M. M. Wintrobe, Clinical Hematology. Lea a. Febiger, Philadelphia 1956. 

3 L. E. H. Whitby u. C. J. C. Britton, Disorders of the Blood, J. A. Chur- 
chill Ltd., London 1953. 

4D. Hunter, The Diseases of Occupations, English University Press, 
London 1955. 

5 A. Vanotti, Experientia [Basel] 4, 133 [1948]; A. Vanotti, Porphyrine 
und Porphyrinkrankheiten, Springer-Verlag, Berlin 1937. 
6 J. E. Kench, A. E. Gillam u. R. E. Lane, Biochem. J. 86, 384 [1942]. 
7 L. di Prisco, Arch. Farmacol. sperim. Sci. affini 55, 123 [1933]. 
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der Acetylcholinesterase und hemmt diejenige der Urease*. Nachdem 
andere Autoren®!° festgestellt hatten, daB gewisse Schwermetallionen 
die Aktivitaét der Katalase hemmen, hielten wir auch eine entsprechende 
Hemmwirkung der Bleiionen fiir méglich. Die Verminderung der Kata- 
lasewirksamkeit kénnte dann in den Erythrocyten zu einer Konzentra- 
tionserh6hung des Wasserstoffperoxyds und dadurch zu einer Resistenz- 
verminderung der Erythrocytenmembran fiihren. Allerdings hat Taka- 
hara Faille beschrieben, bei denen die Katalase in zahlreichen Geweben 
und namentlich in den Erythrocyten praktisch fehlt und bei denen trotz- 
dem eine normale Erythrocytenkonzentration im Blut vorhanden ist". 
Die Bedeutung der Katalase fiir die Lebensdauer der Erythrocyten bleibt 
daher noch unklar. 

Als Beitrag zu diesem Problem haben wir den EinfluB verschiedener 
Bleikonzentrationen auf die Wirksamkeit der Katalase in vitro unter- 
sucht. Dazu bestimmten wir, wieviel Wasserstoffperoxyd von dem in 
einer bestimmten Serummenge enthaltenen Enzym zersetzt wird !?-14, 


Methodik 


Nachdem Vorversuche unter den nachstehend beschriebenen Bedingungen 
ergeben hatten, daB sich die H,O,-Konzentration des Substrates allein und nach 
Zusatz von Bleinitrat nicht ainderte, wurden 0,2 ml Serum + 1 ml Wasser mit der 
jeweiligen gepriiften Menge Bleinitrat versetzt, 30 Min. stehen gelassen und als- 
dann mit 10 ml Substrat versetzt. 

Als Substrat diente eine 0,02-n.Lésung von H,O, in Phosphatpuffer, px 6,8, 
als Enzymquelle menschliches Serum. Nach einer Inkubation von 20 Min. 
wurde die Wirkung der Katalase durch Zusatz von 10 ml 5-proz. Schwefelsiure 
unterbrochen und der Gehalt an H,O, jodometrisch bestimmt. 


Abb. 1 zeigt den Einflu8 verschiedener Pb(NO,),-Konzentrationen 
auf die Katalaseaktivitét. Zunehmende Konzentrationen an Bleinitrat 
bewirken eine steigende Hemmung der Katalase. Um einen Vergleich 
zur Hemmwirkung des Bleinitrates zu erhalten, haben wir in Parallel- 








0 aie Abb. 1. EinfluB verschiedener Pb(NOs),- 
Laser Konzentrationen auf die Katalaseaktivi- 
“4 tit: —-—-—-—- Substrat + Pb(NOs)o, 

Substrat + Pb(NO,), + Enzym. 
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8 I. Ruzdi¢, Arhiv Higijenu Rada 1, 160 [1950]. 

91. Y. Ogura, Y. Tonomura, S. Hino u. H. Tamiya, J. Biochemistry 
[Tokyo] 87, 153 [1950]. 

10'T, Y. Ogura, Y. Tonomura u. S. Hino, Chem. Researches [Japan] 4, 
Biochem. 73 [1949]. C. A. 44, 5941g [1951]. 

11 Sh. Takahara, Lancet 28/II, 1101 [1952'. 

12 R. S. Dille u. Ch. H. Watkins, J. Lab. clin. Med. 38, 480 [1948]. 

18 §, Yamagata, S. Seinou. T. Nakao, Tohoku J. exp. Med. 57, 231 [1953]. 

14 R, N. Feinstein, J. biol. Chemistry 180, 1197 [1949]. 
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versuchen dem Substrat aquimolare Lésungen von Hydroxylamin, einen 
ausgesprochenen Inhibitor der Katalase, und Bleinitrat zugefiigt. Die 
Hemmwirkung beider Stoffe ist aus Abb. 2 ersichtlich. Bei diesem Ver- 
such waren die zugefiigten Bleinitratmengen viel kleiner als im Versuch 
der Abb. 1, weshalb die Hemmwirkungen geringer sind. 

Abb. 2 zeigt auch, daB die Hemmwirkung des Bleinitrates wesentlich 
kleiner ist als die des Hydroxylamins. 



















































































Abb, 2. Inhibitorwirkung von 7) 
Pb(NO,), und aquimolaren Kon- .., 
zentrationen Hydroxylamin auf <> 
die Katalaseaktivitat: x) [{_—$<$—$< | 
ree Substrat + Hydroxyl- -s8”% 
amin in aquimol. Konz. + En- §& 
zym, —— Substrat + Pb(NO,), ~ ere | 
+ Enzym. : : ; : 
0 2 4 6 8 0 
y Ph/ecm — 
2 
| 9 Abb. 3. Einflu8 der Vorbehand- 
ans lung auf den Inhibitoreffekt des 
sy Bleinitrates: —-—-- - Substrat + 
= Pb(NO3)., —Substrat + ~~ Jo 
=R/0 > (30 Min.) + Enzym, ------- Sub- 
5 otis strat + Pb(NO,), (ohne Prainku- 
won ge eee bation) + Enzym. 
we) eo | oe 


yPb/ecm = 


In Abb. 3 wird der Einflu8 der Vorbehandlung auf den Inhibitor- 
effekt des Bleinitrates dargestellt. Der Effekt des Bleinitrates auf die 
Katalaseaktivitaét unterbleibt, wenn das Bleinitrat nicht vor der In- 
kubation eine bestimmte Zeit mit dem Serum in Kontakt war. 

Bleinitrat hemmt also in vitro die Wirkung der Katalase in Ab- 
hangigkeit von der Bleikonzentration. 

Dies spricht fiir unsere Hypothese, da die Herabsetzung der Kata- 
laseaktivitat einen EinfluB auf das Auftreten von geschadigten Erythro- 
cyten im Blute bei der Bleiintoxikation haben kann, 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB Pb” in vitro die Katalaseaktivitat von Blut- 
serum hemmt. Dieser Effekt tritt jedoch nur ein, wenn das Serum vor 
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der Inkubation 30 Min. mit dem Bleisalz behandelt wird. Méglicherweise 
besteht ein Zusammenhang zwischen dieser Hemmwirkung und den Er- 
scheinungen der Bleivergiftung. 


Summary 


Pb*® is shown to inhibit the catalase activity of blood serum in 
vitro. However, this effect occurs only when the serum is treated with 
lead salt for 30 minutes prior to incubation. Possibly there is a con- 
nection between this inhibition and the symptoms of lead poisoning. 
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Studien iiber Beziehungen zwischen Rhodanbildung 
und kropfbildender Eigenschaft yon Nahrungsmitteln, I 


Gehalt einiger Nahrungsmittel an praformiertem Rhodanid 
Von 
Nikolaj Michajlovskij und Pavel Langer 


Aus dem Endokrinologischen Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in PreB8burg, 
Tschechoslowakei (Direktor: Dr. Julian Podoba) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1957) 


Als erster vermutete Barker eine Beziehung zwischen Rhodanid 
und Schilddriise, als er im Jahre 1936 bei 11 von 246 Patienten, die 
wegen hohen Blutdrucks mit KSCN behandelt wurden, Kropfbildung 
feststellte!. Diese Wirkung erklart man sich dadurch, daB das Rhodanid 
mit der Jodidspeicherung durch die Schilddriise interferiert*. In gr6Beren 
Gaben kénnte also Rhodanid einen sekundiren Jodmangel bewirken. 

Zugleich mit diesen Befunden wuchsen die Kenntnisse tiber anti- 
thyroidal wirkende Stoffe sowie auch iiber Kropfbildner, welche in einigen 
Nahrungsmittelarten vorkommen®. Es wurde gezeigt, daB der groBte Teil 
dieser Stoffe Schwefel enthalt. Dies ist auch bei Kropfbildnern der Fall, 
die bei einigen Arten der Gattung Brassica isoliert wurden, wie zum 
Beispiel /-5-Vinyl-2-thio-oxazolidon* und Polysulfide’. Weiterhin war 
bekannt, daB sich einige organische Schwefelverbindungen bei der 
Rhodanidsynthese im Organismus als Schwefelspender betiatigen; auf 
Grund dessen vermutete Astwood, daB der erhéhte Verzehr von Nah- 
rungsmitteln, die solche Stoffe enthalten, eine Steigerung der Rhodanid- 
bildung im Organismus und dadurch ein Joddefizit mit Kropfbildung 
bewirken kénnte*. Unabhangig von ihm fand Silink bei Bewohnern 
von Kropfgebieten einen erhdhten Serumrhodanidspiegel’ (Raucher 
waren ausgeschlossen). Er erklairt diesen Befund durch erhéhten Ver- 
brauch der in den Nahrungsmitteln enthaltenen Rhodanidvorlaufer, die 
gleichzeitig strumigen wirken kénnten. Auf ahnliche Beziehungen deuten 
eigene Versuche hin*. Daraus geht hervor, dafB zwischen Kropfvor- 


. Barker, J. Amer. med. Assoc. 106, 762 [1936]. 
H. Wollman, Amer. J. Physiol. 186, 453 [1956]. 
. A. Greer, Physiol. Rev. 30, 503 [1950]. 


6 KE. B. Astwood, Ann. N.Y. Acad. Sci. 50, 419 [1949]. 

7 K. Silink u. L. MarSikov4, Nature [London] 167, 528 [1951]. 

8 P. Langer, Beitrige zur priventiven Fiirsorge in der Endokrinologie, 
8. 33—45, Veréffentlichungen der biologisch-medizinischen Sektion der Slowaki- 
schen Akademie der Wissenschaften [1956]. 
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kommen und Serumrhodanidspiegel der Bevélkerung gewisse Bezie- 


hungen zu bestehen scheinen. 


Uber den Rhodanidgehalt der Nahrungsmittel liegen verhiltnis- 
mikig wenige Untersuchungen vor. Eine Ubersicht dariiber gibt Tab. 1. 


Tab. 1. Literaturiibersicht 
iiber den Gehalt an priformiertem Rhodanid in Nahrungsmitteln. 














= angegebene 
Publikation er Werte, 
mg% SCN® 
K. Lang, Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 213 | Fleisch 0,05 —0,07 
[1934] Milch 0,10—0,12 
Runkelriibe | bis 1,0 
F. Wokes, P. Wedgwood u. J. Wyatt, Bio- | Milch 0,10—1,0 
chem. J. 50, XIX [1952] 
F. Wokes, J. Badenoch u. H. M. Sinclair, | Bier Ergebnisse 
Amer. J. clin. Nutrit. 8, 375 [1955] Tee nicht zahlen- 
Kaffee maBig aus- 
Eier gedriickt 
Milch 
H. Herbst, Schwefelorganische Verbindungen | Kohlriibe 0,50 
und ihre Verwendung in der Therapie, Rettich 0,50 
Akad. Veriagsgeselisctaft, Leipzig 1953 Kohirabi 0,50 
Riben 0,10 
Mehl 0,08 
Apfel 0,08 
Birnen 0,08 
R. McCarrison, Brit. med. J. 11, 671 [1933] | WeiBkohl Ergebnisse 
nicht zahlen- 
mabig aus- 
gedriickt 
J. Peltzer, Lebensmittel-Rundschau 49, 14 WeiBkohl 100,0 
[1953] Sauerkraut 20,0 


Aus diesen Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit der Gehalt 
verschiedener, hauptsichlich pflanzlicher Nahrungsmittel an prafor- 


miertem Rhodanid untersucht. 





Methoden 


10—15 g der aus der Umgebung von PreBburg stammenden Gemiiseproben 
wurden nach Zerschneiden und Mischen mit Sand zerrieben und durch Pressen 
entsaftet. Der Rhodanidgehalt des Saftes wurde nach Barker! (Farbreaktion 
mit dreiwertigem Eisen) und nach Aldridge® bestimmt. Bei dieser Methode 
wird das Rhodanid in Bromcyan umgewandelt, das mit Benzidin in Pyridin 
einen kolorimetrierbaren Farbstoff ergibt. 

a) Methode nach Barker: Zu 10 ml Saft fiigt man 10 ml 10-proz. Trichlor- 
essigsiure, filtriert. (Schleicher & Schiill Nr. 589%) und mit vom Filtrat zweimal 
je 5 ml ab. Die erste Portion versetzt man mit 1 mi dest. Wasser (Blindversuch), 


§ W.N. Aldridge, Analyst 69, 262 [1944]; 70, 474 [1945]. 
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die zweite mit 1 ml der Eisen(III)-nitratlésung (50 g Fe(NO,);, 25 ml HNO,, 
Wasser ad 1000 ml). Zur Bestimmung diente das Photometer Visomat K WT mit 
dem Interferenzfilter ,,Zei8-Jena‘‘ und dem Durchlissigkeitsmaximum bei 470 mu. 

b) Methode nach Aldridge: 2 ml Saft werden mit 8 ml 15-proz. Trichlor- 
essigsiure versetzt und filtriert. Vom Filtrat mif$t man je 1,5 ml in drei Probier- 
gliser ab. Jede Portion beschickt man mit 0,2 mi gesitt. Bromwasser und 0,2 ml 
einer 4-proz. Lésung von As,Qs, gelést in 2-proz. NaOH. Zu den beiden ersten 
fiigt man auBerdem 3,6 ml einer Mischung von Benzidin/Pyridin (2 ml Pyridin 
und 1,6 ml einer 1-proz. Benzidinhydrochloridlésung), zur dritten 3,6 ml dest. 
Wasser (Blindversuch). Nach 30 Min. wird mit dem unter a) beschriebenen Photo. 
meter abgelesen (Durchlassigkeitsmaximum 525 my). 

Die Eichkurve wurde fiir jede der beiden Methoden mit KSCN-Standard- 
lésungen aufgenommen (0,1—1,0 mg% SCN®). Diese wurden auf gleiche Weise 
wie die Proben behandelt. Die Extinktionen folgen bis zu 1 mg% SCN® dem 
Lambert-Beerschen Gesetz. Im Falle einer héheren Konzentration benutzten 
wir entsprechende Verdiinnungen. 


Ergebnisse 


Als tatsichlichen Rhodanidgehalt der untersuchten Nahrungsmittel 
betrachten wir die iibereinstimmenden Ergebnisse beider Methoden 
(unter Einberechnung ihrer Ungenauigkeit von 10%). 


In einigen Gemiisesorten und in Milch fihrten wir auch Kontrollbestimmungen 
durch, um festzustellen, ob diese Ungenauigkeit die Fehlergrenze von + 10°, 
nicht tiberschreitet und ob bei den von uns angewandten Methoden die Bestim. 
mung nicht auch noch durch andere Faktoren beeinfluBt wird. Dem Gemiisesaft 
fiigten wir eine bekannte Menge KSCN in einer GréBenordnung von 30—50% 
(manchmal auch mehr) des urspriinglichen Rhodanidgehalts bei und wiederholten 
die Bestimmung. Tab. 2 gibt nur einige Beispiele aus einer groBen Zahl der- 
artiger Versuche, bei welchen eine Fehlerbreite von -- 10°% nie iiberschritten wurde. 


Tab. 2. Bestimmung bekannter Mengen KSCN nach Zusatz zu Saften einiger 
Gemiisesorten und zu Milch. 


























ees: Hinzu- Wieder- 
n Me- Gehalt gefiigtes | gefundenes| Ausbeute Fehler 
Nabrungsmittel |i caee*| SCNO in SCN in | SCN@in in% in% 
100 , 

—_ ml | mg/100 mi | mg/100 ml 
ee A 5,67 2,00 1,93 96 antl 
WeiBkohl 1. B 5.73 2'00 1.90 95 —6 
_ A 2,94 1,70 1,68 99 ae | 
WeiBkohl 2 B 3,26 1,70 1,80 106 +6 
Kobhlribe A 1,73 0,80 0,72 90 —10 
B 1,53 0,80 0,72 90 —10 
A 0,60 0,30 0,28 93 —7 
Blumenkohl*. . . B 0,57 0,30 0,29 97 _3 
Milch 1 A 0,47 0,225 0,230 102 +2 
rene ae OE B 0,66 0,225 0,228 101 mA | 
Milch 2 A 0,32 0,150 0,150 100 0 
¥ A a hae 0,55 0,150 0,160 107 7 


* Probe aus Gefriergemiise. 
** A nach Aldridge; B nach Barker. 
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NO,, Da die Methoden auf ginzlich voneinander abweichenden Prinzipien 
= beruhen, ist eine Interferenz derselben stérenden Stoffe bei beiden Me- 


thoden nicht zu befiirchten. Von den verschiedenen untersuchten Nah- 
4 rungsmitteln erhielten wir iibereinstimmende Ergebnisse bei Angehérigen 
,2 ml der Gattung Brassica (WeiBkohl, Kohl, Blumenkohl, Kohlriibe), in 
rsten Radieschen und in Milch (Tab. 3). 





























ridin 
dest, gaia 49 334i ss 
10to- Tab. 3. Rhodanidgehalt in Nahrungsmittelgruppe I, in mg SCN®/100 g. 
lard. . : Zahl der Methode Methode 
s Nr. Nahrungsmittel Ana- nach Barker nach Aldridge 
Veise lysen | Mittel |] o | Mittel | 
dem 
aten 1. | Radieschen (ohne Schale), Raphanus 
sativus L., var. radicula Pers. . . . 39 0,73 | 0,17 | 0,68 | 0,13 
2.| Kohlriibe, Brassica rupestris RAF., 
gongyloides (L.) . 2.2... 2 ee 44 | 2,21 | 0,73 | 2,20 | 0,64 
3. | WeiBkohl, Brassica oleracea, var. 
i a ae Te 49 3,35 | 1,48 | 3,15 | 1,36 
ttel "st eee 41 | 2,86 | 0,49 | 3,25 | 0,74 
den 5.| Kohl, Brassica oleracea L., var. 
sabauda Beastie oe.” 5 BERS oa tCe |, 30 8,22 | 3,15 | 8,55 | 2,97 
6. | Blumenkohl, Brassica cretica LAM., 
agen var. botrytis | CE ie ht acme ake Lt 38 {10,18 | 3,99 | 8,80 | 4,09 
‘hg 7. | Kuhmilch (mg SCN®/100 ml) . . . . | 24 | 0,35 | 0,08 | 0,29 | 0,09 
im- 
salt 
10% Bemerkenswerterweise besitzen die Gemiisearten der Tab. 3 den 


Iten héchsten Rhodanidgehalt unter den untersuchten Nahrungsmitteln. Auf 
nde. Grund unserer neueren Feststellungen (in Tab. 3 nicht angefiihrt) ent- 
halt der Kohl in einigen Fallen sogar bis zu 50 mg Rhodanid. 

Bei der Gruppe der Tab. 4 stimmten die Ergebnisse beider Methoden nicht 
iiberein, wobei die Resultate nach Barker um vieles héher waren als die nach 
Aldridge. Wir sind der Ansicht, daB diese Arten einen niedrigen Rhodanidgehalt 
= besitzen und daB die héheren Werte der Methode nach Barker durch die Gegen- 
wart stérender Stoffe bedingt sind. 


) Tab. 4. Rhodanidgehalt in Nahrungsmittelgruppe II, in mg SCN°/100 g. 


























es Zahl der Methode Methode 
4 Nr. Nahrungsmittel Ana- nach Barker nach Aldridge 
5 lysen | Mittel | Mittel | 
1. | Kopfsalat — Lactuca sativa L.. . . 40 0,87 | 0,22 | 0,22 | 0,11 
) 2. | Griine Bohnen — Phaseolus vulgaris L. 15 0,98 | 0,25 | 0,14 | 0,04 
) 3. | Tomaten — Solanum lycopersicum L. . 30 | 0,97 | 0,14 | 0,20 | 0,03 
4.| Zwiebel — AlliumcepaL. ..... 40 2,01 | 1,26 | 0,18 | 0,07 
; 5. | Spinat — Spinacia oleracea L. . . 28 | 4,45 | 1,31 ; 0,50 | 0,17 
6. | Sellerie, Wurzel — Apium graveolens ‘. 21 1,92 | 0,65 | 0,16 | 0,05 
7. | Sellerie, Blatter — Apium graveolens L. 21 5,43 | 3,79 | 0,21 | 0,08 


Dagegen fanden wir in Fleisch und verschiedenen Kisesorten um vieles 
héhere Werte nach Aldridge (Fleisch bis 1 mg%, Kise bis 10 mg%) als nach 
Barker (Fleisch bis 0,5 mg%, Kise bis 0,8 mg%). Auch in diesem Falle glauben 
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wir, daB der Unterschied durch Stoffe hervorgerufen wird, die bei der Methode 
nach Aldridge interferieren, und da der eigentliche Rhodangehalt niedrig ist, 
Was die Natur der die Analyse stérenden Stoffe betrifft, so stellten wir fest, da8 
von einer Reihe untersuchter Aminosiuren Tyrosin und Tryptophan eine positive 
Aldridge-Reaktion geben, andererseits aber Methylthiouracil und Methyl. 
mercapto-imidazol (Tapazol — Fa. Lilly) diese Reaktion unterdriicken. Selbstver. 
staindlich gibt auch Cyanid eine positive Aldridge-Reaktion, im Gegensatz zu 
einigen von uns gepriiften Nitrilen, Isothiocyanaten und organischen Rhodaniden. 
Auch die nach Barker gewonnenen Werte kénnen durch eine ganze Reihe von 
Stoffen erhéht werden, die mit dem Fe*® eine Farbreaktion geben (Oxalate, Sali- 
cylate, Ketosiuren, Phenole, Tannin u. a.). Die Farbreaktion mit dem dreiwertigen 
Eisen kann andererseits durch Fluoride, Phosphate u. a. auch unterdriickt werden. 

In einer Gruppe von Nahrungsmittelsorten (viele Obstsorten, Kartoffel, Run- 
kelriibe, Kaffee, Tee u. a.) lagen weitere ungiinstige Bedingungen vor, welche eine 
Rhodanidbestimmung unmdglich machten. Es stérte entweder die Farbe des ge- 
wonnenen Saftes selbst oder unspezifische Verfairbungen nach Zugabe der Rea- 
genzien. 


Bei einer Reihe von Nahrungsmitteln endlich wurden nach beiden 
Methoden sehr niedrige Werte erhalten (unter 0,1 mg®%), so daB der 
Rhodangehalt in ihnen praktisch vernachlissigt werden kann (Petersilie, 
Kirbis, Mohrriibe, Gurken, Melone, Stirke, Zucker, Margarine, Butter 
und andere). 


Zusammenfassung 


1. Der Rhodanidgehalt einer Reihe von Nahrungsmitteln, besonders 
pflanzlicher Herkunft, wurde bestimmt. Er war am héchsten in den 
Gemiisesorten der Gattung Brassica (WeiBkoh!, Kohl, Kohlriibe, Blumen- 
kohl), die im allgemeinen als strumigen gelten. 


Summary 


1. The content of thiocyanate was determined in a group of food 
stuffs, especially vegetables. The highest thiocyanate content was found 
in vegetables of the brassica genus (cabbage, cole, kohlrabi, cauliflower), 
which are commonly considered to be goitrogenic. 
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Studien iiber Beziehungen zwischen Rhodanbildung 
und kropfbildender Eigenschaft von Nahrungsmitteln, II? 
Praformiertes Rhodanid in Nahrungsmitteln 
als Hauptursache der Rhodanausscheidung im Harn 
bei Tier und Mensch 


Von 


Pavel Langer und Nikolaj Michajlovskij 


Aus dem Endokrinologischen Institut der Slowakischen Akademie der Wi haften in PreSburg, 
Tschechoslowakei (Direktor: Dr. Julian Podoba) 





(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1957) 


In der I. Mitteilung! berichteten wir tiber die Bestimmung des 
Rhodanidgehalts in verschiedenen Nahrungsmitteln. Die héchsten Werte 
fanden sich in Gemiisesorten der Gattung Brassica, die allgemein als 
Kropfbildner gelten. Wir halten das Rhodanid dabei fiir einen Begleit- 
stoff und Anzeiger anderer schwefelhaltiger Verbindungen von kropf- 
bildender Aktivitat. 

Vorliegender Bericht enthalt Angaben tiber den Einflu8 einiger 
rhodanidhaltiger Nahrungsmittel, vor allem von Pflanzen der Gattung 
Brassica sowie von Milch, auf Serumspiegel und Harnausscheidung der 
Rhodanide bei Tieren und Menschen. Die Milch kann nach fremden? 
sowie eigenen Versuchen® ebenfalls kropfbildende Substanzen enthalten, 
falls den Kiihen Pflanzen der Gattung Brassica oder der Familie Cruci- 
ferae verfittert wurden‘. 


Methoden: 


Der Rhodanidnachweis in Serum und Harn erfolgte nach der Methode von 
Aldridge’. 

Rhodanidbestimmung im Rattenharn: Die Ratten hielten wir in 
eigens zu diesem Zwecke angefertigten Kiafigen, die so konstruiert waren, dah 
Harn und Kot getrennt aufgefangen werden konnten. 

Das Harngefi8 wurde tiglich um 8 Uhr friih gewechselt. Die Fiitterung der 
Versuchstiere erfolgte auBerhalb der Kafige morgens und nachmittags wahrend 
einer Zeitspanne von 45 Minuten. Die eigentlichen Versuche begannen wir erst 
nach Gew6hnung der Ratten an die Kafige, was ungefahr 6—10 Tage dauerte. 





1 |, Mitteil.: P. Langer u. N. Michajlovskij, diese Z. 312, 26 [1958], 
vorstehend. 

2 F. W. Clements u. J. W. Wishart, Metabolism 5, 623 [1956]. 

3 P. Langer, N. Michajlovskij, V. Li¢ko u. M. Samel, unverdéffent- 
lichte Ergebnisse. 
4 F. W. Clements, persénliche Mitteil. 
5 W.N. Aldridge, Analyst. 69, 262 [1944]. 
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AuBerdem kam es nach dieser Zeit beim Fiittern auBerhalb der Kafige nur sehr 
selten zu Harnverlusten, so da wir diese nicht in Erwaigung ziehen muBten. 

Wir verwendeten weife miannliche Wistar-Ratten von 160—200 g Gewicht, 
Diese erhielten eine rhodanarme Nahrung von folgender Zusammensetzung: NaC! 
5,5 g, CaCO, 15,5 g, Margarine 88,0 g, Sojamehl 500,0 g, Starke 200,0 g, Zucker 
183,0 g, Lebertran 7,0 g. Hinzugefiigt wurden Vitamine der Gruppe B. Ferner 
verabreichten wir zweimal woéchentlich Ascorbinsiiure im Trinkwasser. Die Tiere 
verbrauchten taglich 7—13 g dieser Nahrung. 


Ergebnisse 


1. Veranderungen der Rhodanidausscheidung bei Ratten nach 
Verabreichung von rhodanidbildenden Nahrungsmitteln 


Die Normalausscheidung betraigt auf Grund von 300 Analysen bei 
23 Ratten unter oben angefiihrten Futterbedingungen 58,1 + 17,3 ng 
SCN®°/24 Stdn. Nach einer 6tigigen Kontrollperiode erhielten 6 Ratten 


ug SCNY26 Stdn —m— 
os = 8-s. 9 


- 
8 








5 eal Tegal a9 eel slp 
Versuchstage —=— 
Abb. 1. Durchschnittwerte der Rhodanidausscheidung im Harn bei 6 Ratten in 
ug SCN°/24 Stdn. nach KSCN-Verabfolgung (Abschnitt A), nach Milchverab- 
reichung (Abschnitt B), nach Kohlriiben- (Abschnitt C) und Kartoffelverfiitterung 
(Abschnitt D). 


3 Tage lang tiglich 600 ug SCN® pro Ratte in Form von KSCN im Trink- 
wasser gelést (Abb. 1). Darauf stieg die Rhodanidausscheidung steil an. 
Am ersten Tage nach Einstellung der KSCN-Verabfolgung kam es da- 
gegen zu einem prompten Abfall auf normale Werte. Eine ahnliche ver- 
mehrte Ausscheidung trat nach dreitiagiger Milchverabreichung (etwa 
40 ml taglich pro Ratte) sowie nach zweitigiger Kohlriibenverfiitterung 
(durchschnittlich etwa 10 g taglich pro Ratte) ein. Auch in diesen Fallen 
erfolgte nach Einstellung der Verabreichung ein ebenso steiler Abfall zu 
normalen Werten. Verabfolgung von Kartoffeln (etwa 5—10 g pro Ratte 
taglich) verursachte dagegen nur geringe Verinderungen der Rhodanid- 
ausscheidung. 

Aus der Ahnlichkeit der Rhodanidausscheidung bei Ratten nach 


Verfiitterung rhodanidbildender Nahrungsmittel (Milch, Kohlriibe) mit 
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den Exkretionsverhialtnissen nach Verabfolgung von KSCN selbst, 
schlieBen wir, daB das in diesen Nahrungsmitteln enthaltene Rhodanid 
die Hauptquelle der Rhodanidausscheidung im tierischen Organismus ist. 


2. Veranderungen der Rhodanidausscheidung im Harn beim 
Menschen nach Verzehr rhodanidbildender Nahrungsmittel 


In diesem Versuch bestimmten wir die Rhodanidausscheidung bei 
einem gesunden Freiwilligen (Nichtraucher; vgl. Abb. 2). Nach drei- 
tigiger Normalkost (Fleisch, Kartoffeln, Kaffee, Brot, Geback u. a.), 
wihrend welcher sich die Rhodanidausscheidung um 6—8 mg/24 Stdn. 
bewegte, wurden 550g Kohlriiben verabreicht, worauf es zu einem 
deutlichen Anstieg der Rhodanidausscheidung kam. Die erhéhten Werte 


oS 





Abb. 2. Rhodanidausscheidung im Harn 10 
in mg SCN®/24 Stdn. beim Menschen s 8 
nach gemischter Kost (Z), nach Kohlen- & 
hydratnahrung(U) und nach Hinzugabe §& 6 
von Kohlriibe (Kb), WeiBkohl(Ka) und 4 
Milch (M) zur gemischten Kost (betref- . 2 
fende Mengen sind angefiihrt). 7 |, 2 AAz2 AA 





1 15 16.17 8.19 20 21 22 23.2. 2 26 27 
Januar 1957 —=— 


dauerten 2 weitere Tage an, wihrend welcher die tagliche Gabe 150 g 
feiBkohl betrug. Umstellung auf Kohlenhydratnahrung (Keks, Brot, 
Mehlspeisen mit Zucker, Wasser) verursachte dagegen einen prompten 
Abfall. Weitere 2 Tage Normalkost lieBen die Werte nur maBig an- 
steigen. Nach erneuter Aufnahme von 800g WeiBkohl erfolgte ein 
abermaliger Anstieg. An den nachfolgenden Tagen waren trotz Herab- 
setzung der WeiBkohldosis auf 200 g auch hier immer noch hohe Werte 
zu verzeichnen, aber eine erneute Umstellung auf Kohlenhydrat- 
nahrung fiihrte zu einem definitiven Abfall. 
Auch beim Menschen stieg also nach Verabfolgung rhodanid- 
bildender Nahrungsmittel die Rhodanidausscheidung im Harn. 


3. Verinderungen des Rhodanidspiegels 
im Serum von Kaninchen nach einmaliger Verfiitterung 
rhodanidbildender Nahrungsmittel 


Um festzustellen, wie sich der Rhodanidspiegel im Serum nach Ver- 
abfolgung rhodanidbildender Nahrungsmittel verhalt, erhielten zwei 
Kaninchen nach, dreitigiger Haferkost am 4. Tage Kohlriibenfutter. 
Nach 2 Stdn. wurde der verbliebene Nahrungsrest entfernt, wobei fest- 
gestellt wurde, daf jedes Kaninchen etwa 170g konsumiert hatte. 
Schon 214 Stdn. nach der Verfiitterung stieg der Rhodanidspiegel im 
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Serum fiir 2 Stdn. auf das Dreifache der Ausgangswerte (Abb. 3); nach 
weiteren 2 Stdn. fiel er ab, in einem Fall nach 24 Stdn. sogar bis auf 
die Anfangswerte. 
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Abb. 3. Veriinderungen des Rhodanidspiegels im Serum von 2 Kaninchen 
nach einmaliger Kohlriibenverfiitterung (Abschnitt K). 


DaB ein so prompter Anstieg des Serumrhodanids durch Entstehung 
aus Vorstufen erfolgte, ist schwer vorstellbar. Vielmehr sprechen die 
Ergebnisse dieses Versuchs dafiir, daS dem Organismus praformiertes 
Rhodanid zugefiihrt wurde. Man kénnte diese Resultate als weiteren 
Beweis fiir die Bedeutung des priformierten Nahrungsmittelrhodanids 
bei den Veranderungen des Rhodanidgehalts im Organismus, haupt- 
sichlich in biologischen Fliissigkeiten, auffassen. Ahnliche Ergebnisse, 
die wir bei Meerschweinchen erzielten, unterstiitzen diese Beweisfiihrung. 


4. Veranderungen des Serumrhodanidspiegels nach wieder- 
holter Verabfolgung von rhodanogenen Nahrungsmitteln 
an Meerschweinchen 


Als es sich erwies, daB nach stoBweiser Verabfolgung von rhodanid- 
bildenden Nahrungsmitteln das praformierte Rhodanid die Haupt- 
ursache des Harn-Rhodanids ist und der Einflu8 von Vorstufen durch 
das praformierte Rhodanid verschleiert wird, versuchten wir festzu- 


203 
3 Abb. 4. Rhodanidspiegel im Serum von Meer- 
> 15 schweinchen nach 5 Wochen dauernder WeiB- 


kohlverfiitterung (Kolonne A), 24 Stunden nach 
Einstellung der Verabreichung (Kolonne B) und 
bei Kontrolltieren nach Haferkost (Kolonne C). 
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stellen, ob nach langdauernder Verabreichung rhodanidbildender Nah- 
rungsmittel ein méglicher EinfluB von Vorstufen sich dermaBen auBert, 
daB der Serumrhodanidspiegel nach Einstellung der Verabreichung er- 
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hoht bleibt. Wir setzten nimlich voraus, daB die Bildung des Rhodanids 
aus Vorstufen nach Einstellung ihrer Verabfolgung noch eine gewisse 
Zeitspanne andauere. 

Eine Gruppe von 56 Meerschweichen fiitterten wir mit Weifkohl 
(40 g pro Tier und Tag). Nach 5 Wochen wurden 48 Tiere getétet und ihr 
Serumrhodanidspiegel bestimmt (Abb. 4, A). Die Ergebnisse zeigten eine 
groBe Streuung, die wir als Folge von Schwankungen des Serumrhodanid- 
spiegels der Tiere wihrend der Versuchszeit wegen ungleichmaBiger Auf- 
nahme exogenen Rhodanids (siehe oben) auffassen. Schon 24 Stdn. nach 
Einstellung der WeiSkohlverfiitterung trat ein steiler Wertabfall (Abb. 4, 
B) bei 6 von den 8 restlichen Tieren ein und der Rhodanidspiegel zeigte 
ahnliche Werte wie die der 14 Kontrolltiere, die Hafer und Wasser mit 
Ascorbinséurezusatz erhielten (Abb. 4, C). 

Auch nach langdauernder Verabfolgung rhodanogener Nahrungs- 
mittel spricht das Verhalten des Serumrhodanidspiegels eher fiir pra- 
formiertes als fiir aus Vorstufen entstandenes Rhodanid. 


Diskussion 


Als Vorstufen des Rhodanids in Nahrungsmitteln gelten verschie- 
dene Verbindungen, wie z. B. Cyanide®, einige Nitrile’, Schwefelamino- 
siuren®®, Glutathion, vielleicht auch weitere Aminoséuren, Purine? 
und verschiedene andere schwefelhaltige Stoffe. Auch Isothiocyanate in 
Pflanzen zahlt Lang™ zu den Rhodanidbildnern, was aber Jirousek!® 
nicht bestitigen konnte. Die Bildung des Rhodanids aus diesen Vor- 
stufen erfolgt im Organismus mit Hilfe des Enzyms Rhodanese. Eine 
vermehrte Rhodanidentstehung aus Vorstufen kann erst durch deren 
Verfiitterung in gréBeren Mengen bewiesen werden, da sie sich nur zu 
einem kleinen Teil an der Rhodanidbildung beteiligen. 

Der Rhodanidgehalt ist in einigen Nahrungsmitteln bedeutend. 
Dieses priformierte Rhodanid der Nahrung beeinfluBt, wie wir zeigten, 
den Rhodanidspiegel in biologischen Fliissigkeiten eindeutig und ver- 
schleiert bei Versuchen, in denen Nahrungsmittel und nicht reine Vor- 
stufen verwendet werden, vollig eine eventuelle Wirkung dieser Stoffe 
auf die Rhodanidbildung. Der prompte Anstieg des Rhodanidspiegels 
in biologischen Fliissigkeiten nach Verabreichung rhodanogener Nah- 
rungsmittel und sein steiler Abfall nach ihrem Entzug ist mit den Ver- 
anderungen identisch, die nach Verabfolgung ahnlicher Mengen von 
SCN®, wie sie in Nahrungsmitteln enthalten sind, beobachtet wurden. 
Abweichende Veranderungen wurden nach hohen Dosen von KSCN?* 


6 F. Wokes u. S. G. Willimot, J. Pharmacy Pharmacol. 3, 905 [1951]. 

7 Henbest, zitiert nach Jirousek, siehe 1. c.?°. 

8 A. Ruffo, M, Romano u. V. Lauro, La ricerch. Scient., suppl. 1955, 8.349. 

9 F. de Ritis, M. Coltorti u. G. Giusti, Giorn. clin. med. 87, 2 [1956]. 

10 L, Jirousek, Czechosl. Physiol. 5, 218 [1956]. 

11 K, Lang, Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 213 [1934]. 

12 F. Goldstein u. F. Rieders, Amer. J. Physiol. 167, 47 [1951]. 
3* 
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festgestellt. In diesem Falle verbleibt das Rhodanid langer im Organis. 
mus und wird auch langsamer ausgeschieden. Auf Grund unserer Fest- 
stellungen zweifeln wir zwar nicht an der Rhodanidentstehung im Orga- 
nismus aus verschiedenen Vorstufen, verweisen aber auf die wenig unter. 
suchte Rolle von Nahrungsmitteln als Quelle priformierten Rhodanids, 
Wir halten es deshalb fiir notwendig, bei Versuchen iiber den Rhodanid- 
stoffwechsel auch die Zufuhr von priformiertem Rhodanid mit der Nah- 
rung zu bestimmen und sie konstant zu halten. 

Unsere Versuchsergebnisse sollen zur Klaérung der Beziehungen 
zwischen Strumigenitét und Rhodanbildung der Nahrung, besonders 
von Gemiisen der Gattung Brassica und von Milch, beitragen. Wir 
nehmen an, daB der Rhodanidgehalt von Pflanzen in direkter Be- 
ziehung zu ihrem Schwefelstoffwechsel steht. Da mehrere der bisher 
bekannten kropfbildenden Stoffe in Pflanzen der Gattung Brassica 
Schwefel enthalten (L-4 (oder 5)-Vinyl-2-thio-oxazolidon, Polysulfide), 
ist es wahrscheinlich, daB auch der Gehalt an diesen Stoffen, und da- 
mit vielleicht auch derjenige an verschiedenen kropfbildenden Stoffen, 
bei steigender Verwertung von Schwefel zunimmt. 


Zusammenfassung 


Aus dem steilen Anstieg des Rhodanidspiegels im Serum und dem 
Verlauf der Rhodanidausscheidung im Harn bei Tieren und Menschen 
nach Verabreichung rhodanogener Pflanzen, wie auch aus dem prompten 
Abfall des Spiegels nach Einstellen der Versuchskost wird geschlossen, 
daB das in der Nahrung praformierte Rhodanid die Hauptursache des 
Rhodangehalts im Organismus ist. Sein EinfluB auf Veraénderungen des 
Rhodanidspiegels im Organismus verschleiert wahrscheinlich die Ein- 
wirkungen verschiedener Rhodanidvorstufen (Cyanide, cyanogene Gly- 
koside, schwefelhaltige Aminosauren u. a.) auf die Rhodanidausscheidung. 

Die Beziehungen des Rhodanidgehalts von Pflanzen zu ihrer kropf- 
bildenden Aktivitét werden diskutiert. 


Summary 


The chief cause of thiocyanate content in the organism is the thio- 
cyanate already present in food. This was concluded from the rapid rise 
of the thiocyanate level in serum and the subsequent urinary thiocyanate 
excretion of animals and man following feeding of thiocyanate forming 
plants, as well as from the immediate drop of the level after disconti- 
nuation of the experimental diet. Ingested thiocyanate influences chan- 
ges of the thiocyanate level in organisms and thus probably obscures 
the effect of various thiocyanate precursors (cyanide, cyanogenic gly- 
cosides, amino acids containing sulfur, etc.) on thiocyanate excretion. 

The relationships between thiocyanate content of plants and its 
goitrogenic activity are discussed. 
























Bd. 312 (1958) 


Uber Ooporphyrin in den Schalen von Hiihner- 
und anderen Eiern und seine quantitative Bestimmung 
Von 


L. Schwarz, W. Deckert und H. Ketels 


Aus dem Hygienischen Institut der Freien und Hansestadt Hamburg, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. H. Harmsen 


Der Schriftleitung zugegangen am 24. Februar 1958) 


H. Fischer und Ké6g]! haben erstmalig den schon frither in Vogel- 
eiern nachgewiesenen und spektrometrisch als Porphyrin erkannten 
Farbstoff aus Kiebitz- und Méweneiern rein dargestellt. Der von ihnen 
Ooporphyrin genannte Farbstoff erwies sich spaiter als identisch mit 
Protoporphyrin. Dennoch sei in unserer Mitteilung die Bezeichnung 
Ooporphyrin beibehalten, um zum Ausdruck zu bringen, da bei der 
Untersuchung mit aus Eierschalen gewonnenem Protoporphyrin ge- 
arbeitet wurde. 


Fischer und Mitarbeiter erhielten aus 150 g Kiebitzeierschalen 60 mg 
krist. Ooporphyrin, aus 300 g Méweneierschalen dagegen nur 30 mg des Farbstoffs. 
Diese praparativen Ausbeuten sind natiirlich keine quantitativen Gehalts- 
bestimmungen. Sie zeigen lediglich an, daB Ooporphyrin in gewissen Eierarten in 
nicht unbetrachtlicher Menge vorkommt und daB der Gehalt je nach Art der Eier 
schwankt. Schon Fischer?!?, vor allem dann aber Vélker*, fanden das Oopor- 








phyrin auch in den Eierschalen zahlreicher anderer Vogelarten, und zwar stets, 
wenn die Kier gefleckt waren. Bei ungefleckten Eiern war der Befund (spektro- 
skopischer Nachweis bzw. Fluoreszenzreaktion) unterschiedlich. Eulen-, Tauben- 
und Enteneier zeigten eine positive Reaktion, bei Spechten, Papageien und Segler- 
arten war die Reaktion negativ. Bei Hiihnereierschalen gibt Vélker eine positive 
Reaktion an, jedoch untersuchte er nur gefleckte Eier. 

Bei dieser unzureichenden Kenntnis iiber den Ooporphyringehalt 
von Eierschalen verschiedener Gefliigel- und Vogelarten erscheinen uns 


quantitative Bestimmungen von Interesse. 


Gewinnung von reinem Ooporphyrin aus Hihnereischalen 


Wir arbeiteten teils nach der von Fischer}? bei der Verarbeitung 
von Kiebitz- und Méweneiern angewandten Methodik, teils nach einem 
von Deckert wesentlich abgeanderten Verfahren. Da uns die porphyrin- 
reichen Kiebitz- und Méweneier nicht zur Verfiigung standen, es auch 
niitzlich erschien,. fiir die Ausarbeitung der Analytik ein Ooporphyrin 
zu verwenden, das aus der gleichen Schalenart gewonnen war, wie die 
spiter quantitativ zu bestimmende Substanz, dienten die Schalen von 
Hihnereiern als Ausgangsmaterial. 

1 H. Fischer u. F. Kégl, diese Z. 181, 241 [1923]. 


2 H. Fischer u. F. Lindner, diese Z. 142, 141 [1924]. 
3 0. Volker, J. Ornithologie 88, 604 [1940]; Biol. Zbl. 64, 218 [1944]. 
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Bei dem im Gegensatz zu Kiebitz- und Méweneiern sehr niedrigen | 


Ooporphyringebalt in Hiihnereiern muBte die Schaleneinwaage erheblich 
groBer sein, als in der Vorschrift von Fischer angegeben. Da uns eine 
hinreichend groBe Schalenmenge ein und derselben Hiihnerrasse nicht 
zur Verfiigung stand, benutzten wir fiir die Extraktion ein Schalen- 


gemisch verschiedener Rassen, doch nur solcher mit dunkelbraun ge. e 


tonten Eiern. 

Fischer beschreibt zwei Gewinnungsarten: Die eine durch Auf. 
schlu8 mit methylalkoholischer Salzséure fiihrt zum Ooporphyrin-di- 
methylester als Endprodukt, waihrend bei der zweiten Art durch Auf. 
schluB mit Eisessig das freie Ooporphyrin gewonnen wird. Beide Me. 
thoden durchlaufen mehrere Arbeitsphasen, bei denen die groBen in 
Lésung gegangenen Kalkmengen sehr stérend wirken. Unsere AufschluB. 
methode liefert eine geringere Ausbeute, sie ist aber viel leichter aus- 
fiihrbar als das Fischersche Verfahren und ergibt mit geringerem 
Chemikalienaufwand von vornherein eine kalkarme, verhaltnismaBig 
hochkonzentrierte Porphyrinlésung. Das wesentliche Merkmal ‘des neuen 
Verfahrens besteht in einer Behandlung der Eischalen mit Chlorwasser- 
stoff statt mit methanolischer Salzsaure. 


Man fiillt die stark zerkleinerten, aber nicht zu feinem Staub zermahlenen 
Eischalen — der Staub ist abzusieben — in ein langes, nicht zu weites Glasrohr, 
das senkrecht eingespannt wird und dessen unteres Ende in ein enges Rohr mit 
HahnverschluB ausléuft. Damit dieses AnschluBrohr nicht durch kleine Eischalen- 
bestandteile verstopft, wird vor dem Einfiillen der Schalen etwas zusammen- 
gedriickte Glaswolle untergelegt. Der Chlorwasserstoff wird ohne besondere Trock- 
nung von unten her durch das Glasrohr zugefiihrt. Nach 1-stdg. Einwirkung von 
HCl auf die Eischale wird der Salzsiure-Uberschu8 abgesaugt und das Schalen- 
gemisch von oben her mit Methanol eluiert. Das abtropfende Methanol ist tief 
dunkelrot und klar, nicht dichroitisch blaurot, wie bei Behandlung mit methanol. 
Salzsaure. 

Die rote Lésung, die nur wenig Calciumchlorid enthalt, wird im Vak. bei 
20—30° eingedunstet und das in dem Riickstand enthaltene freie Ooporphyrin mit 
ein wenig methanol. Salzsiure verestert. Die Weiterbehandlung mit Natrium- 
carbonat usw. folgt den Vorschriften Fischers. Als Endprodukt wird kristallisierter 
Ooporphyrin-methylester erhalten. Die Ausbeute betrug 11 mg aus 1 kg dunkel- 
braunen Schalen. Das waren nur etwa 10% der von Fischer aus Méweneiern und 
nur 3—4% der von ihm aus Kiebitzeiern erhaltenen Porphyrinmenge. Ein Teil 
der insgesamt erhaltenen Ausbeute wurde nach Fischer in freies Ooporphyrin 
verwandelt. 


Methode zur quantitativen Porphyrinbestimmung 


Bestimmungen iiber den Porphyringehalt von Eischalen sind bisher nicht 
beschrieben worden. Bei dem von Hijmans van den Bergh und Grotepass! 
mitgeteilten Analysen fehlten Einzelheiten iiber die angewandte Methodik und bei 
den mitgeteilten Ergebnissen fehlt jede Bezugsméglichkeit auf die Menge der 
Substanzeinwaage und auf die Art der untersuchten Hiihnereier. Dagegen liegen 
iiberaus zahlreiche exakt beschriebene Untersuchungen iiber die quantitative Be- 
stimmung der verschiedenen Porphyrinarten in Harn, Faces, Blut und anderem 


4 A.A. Hijmans van den Bergh u. W. Grotepass, C. R. Séances Soc. 
Biol. Filiales Associées, 121, 1253 [1936]. 
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physiologischen bzw. pathologischen Material vor. Die alteren Arbeiten® beruhen 
hauptsachlich auf einer quantitativen Auswertung des Fluoreszenzspektrums oder 
des Absorptionsspektrums im sichtbaren Spektralbereich der Porphyrine. In neuerer 
Zeit ist man von beiden Bestimmungsarten allgemein abgekommen, seitdem es 
moglich geworden ist, durch Anwendung monochromatischen Lichtes bzw. ge- 
eigneter Lichtfilter die fiir Porphyrin spezifische Hauptabsorptionsbande im ultra- 
violettnahen Spektralbereich zwischen 400 und 410 my (die sogenannte Soret- 
Bande), die wegen ihrer Starke und relativen Konstanz gegeniiber p,;- und Lésungs- 
mitteleinfliissen am besten geeignet ist, zu messen. 


Die Abbildung zeigt die im Photo- 
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Um die Bestandigkeit der Farbintensitaten bei langerem Stehen der 
hergestellten stark verdiinnten Lésungen im zerstreuten Tageslicht bei 
Zimmertemperatur kennenzulernen, wurden samtliche Lésungen nach 
24-stdg. Aufbewahrung nochmals photometriert. Hierbei ergab sich, daB 
eine Stabilitat nur in wasserfreien Lésungsmitteln garantiert ist, so daB 
also fir quantitative Bestimmungen solche grundsatzlich den Vorzug 
haben. Am starksten ist der Riickgang der Extinktion von Ooporphyrin- 
lésungen in waBriger Salzsiure. Sie betrug nach 24 Stdn. nur noch 
40—60% des urspriinglichen Ablesungswertes. 

Ein Vergleich der photometrisch erhaltenen Porphyrinwerte mit den 
aus spektrographischem Befund® errechneten Werten mit Lésungen un- 
bekannten Ooporphyringehaltes in methanolischer Salzsaure ergab stets 
die gleichen Werte. 

Zum Aufsch1uB erwies sich methanolische Salzsaure als brauchbar: 
10 m/ einer 2-n. methanol. Salzsiure (= 7,2% HCl) bringen innerhalb 


5 Vgl. K. Carrié, Die Porphyrine, G. Thieme-Verlag, Leipzig 1936. 
6 T. H. With, Skand. J. clin. Lab. Invest. 6, 193 [1955]. 
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1 Stde. das gesamte Ooporphyrin von einer Schalenmenge von etwa 0,5 g 
in Lésung. Hierbei lést sich auch der gesamte Kalk auf. Das ist sehr 


wichtig, weil das Ooporphyrin keineswegs, wie man bisher meistens an- | 


genommen hat, nur an der Oberflache der Schale liegt. Als unléslicher 
Rest verbieibt lediglich ein leichtes auf dem Methanol schwimmendes 
Geriist, die von der Oberflache geléste Cuticula und ggf. auch noch am 
Schaleninnern haften gebliebene Reste der Innenhaut. 

Selbst ein sehr geringer Porphyringehalt in den Eierschalen gibt bei 
0,5 g Einwaage mit 10 m/ methanol. Salzsiure immer noch gut photo- 
metrierbare Lésungen. Die Bestimmungsgrenze liegt bei etwa 1 y Por- 
phyrin je 1 g Schale. 

Der Einflu8 von Begleitstoffen: Selbstverstandlich war es 
wichtig, genau zu priifen, ob bei dem LéseprozeB in methanol. Salzsaure 
nicht auch Stoffe aus den Eischalen mit in Losung gehen, die photo- 
metrisch Porphyrin vortaéuschen kénnen. Das ist aber bei Hiihnereiern, 
sofern die Innenhaut gut entfernt ist, nicht der Fall. In der Innenhaut 
konnte zwar in Ubereinstimmung mit Klose und Almquist’ zuweilen 
Porphyrin nachgewiesen werden. Die auch in Hihnereiern (z. B. bei 
Araukanern) gelegentlich vorkommenden griinen und blauen Farbstoffe 
storen die photometrische Messung jedoch nicht. Auch in den tiefdunkel- 
blauen Lésungen von oozyanhaltigen Méweneiern kann der Ooporphyrin- 
gehalt ohne Abtrennung des Oozyans ohne weiteres photometriert 
werden. 


Analysengang: Nach diesen Erkenntnissen und Feststellungen bereitete es 
keine Schwierigkeit mehr, den Ooporphyringehalt in einer gréBeren Anzahl von 
Hiihner- und anderen Eiern auf die folgende einfache Weise zu bestimmen: Etwa 
0,5 g der enthauteten und zerkleinerten Eierschalen, auf der Analysenwaage ab- 
gewogen, wurden in einem Reagenzglas mit 10 m/ 7,2-proz. methanol. Salzséure 
iibergossen. Die CO,-Entwicklung ist nicht so stark, daB die Gefahr des Uber- 
schaumens besteht. Nach 1 Stde. wird durch einen kleinen Glastrichter, in dessen 
Hals ein festgestopfter kleiner Wattebausch geschoben wird, filtriert. Das Filtrat 
wird sodann in einer 1-cm-Kiivette mit porphyrinfreier methanol. Salzsaéure als 
Vergleichslésung photometriert und aus dem zugehérigen Kurvenblatt (s. Abb., 
Kurve b) das dem gemessenen Extinktionswert entsprechende Ooporphyringewicht 
in y entnommen. 


Die Ergebnisse von Ooporphyrinbestimmungen in Eischalen 


Da der Ooporphyringehalt nicht nur nach Art der Eischalen, sondern 
auch von Ei zu Ki erheblich schwankt, ja sogar die Verteilung des 
Ooporphyrins auf und innerhalb der Schalensubstanz oft sehr ungleich- 
maBig ist, kénnen Durchschnittswerte nur von entsprechend gut auf- 
bereiteten Mischproben eines einzelnen Eis erhalten werden. 

Tab. 1 enthalt den Porphyringehalt in zahlreichen untersuchten 
Hihnereiern verschiedener Herkunft; Tab. 2 einen Vergleich der grob- 
geschatzten Farbt6nung der untersuchten Hiihnereier mit den zu- 


? Klose u. Almquist, Poultry Sci. 16, 173 [1937], zitiert nach A. L. u. 
A. J. Romanoff, The Avian Egg, Thomas Wiley & Sons, New York 1949. 
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5 g Tab. 1. Ooporphyringehalt der Schalen verschiedener einzelner Hiihnereier 
sehr (ohne Eihaut). 
“ie Ooporphyringehalt 
sher Hiihnerrasse Farbténung der Schalen i aisha Sela 
ides 
am A: Untersuchung der Durchschnitts-Mischprobe der Schale je eines ganzen Eies 
bei Rhode Island ....... dunkel-braun 59,1 
Rhode Tatand . . wn 6 es mittel-braun 44,6 
to- Rhode Island ....... hell-braun 16,1 
-or- White moce «62% 6 wn as dunkel-braun 55,8 
White stock... 4.) 2. ss mittel-braun 36,5 
Winite FOGe....| &. 2 xe «0s hell-braun 16,3 
os DARWRRO AGRE BSH ee mittel-braun* 49,0 
ure RA a oe Soy ieee eo So hell-braun 22,2 
»to- Delaware/New Hampshire. . dunkel-braun 34,6 
rn New Hampshire. ..... dunkel-braun 66,3 
ie New Hampshire. ..... lachsfarbig 64,3 
aut Pertidiay lackcrner,: . . 2a dunkel-braun 82,2 
len Pend 6 als cs mittel-braun 40,1 
bei Pon 3 gaa aaa aera hell-braun 32,2 
sffe [hCard gal ae telmcetie Nee sehr hell 24,2 
PerBtMes sc: 5. ata ael eee fast farblos 19,7 
cel- Lachshuhn ........ sehr hell 15,6 
"in- Silber-Wyandotten. .... dunkel-braun 52,4 
ert Silber-Wyandotten. . ... mittel-braun 41,1 
Silber-Wyandotten. .... mittel-braun 42,2 
Silber-Wyandotten. .... hell-braun 29,7 
pes Silber-Wyandotten. .... hell-braun 22,8 
von Barnevelder. ....... dunkel-braun 42,0 
bwa WONEMION. 5 6 s93 wos « be mittel-braun 53,3 
ab- RARER 5s. is) 54s artepaees griin-braun (dunkel) 56,1*** 
ure AYAnGNee. , kes aos % 2 griin-braun (hell) 26,1*** 
er- WOPNGIN ~ 5.5. 5: sie ans * sehr hell 10,6 
sen OMOET 52d 5: 2) @ (sneer sehr hell 8,6 
rat MegNGM) 6 pS se sehr hell 13,2 
als Leghorn-Rhodelander. . . . fast farblos }},1 
»b., Silberbrakel.. . 2... fast farblos 12,1 
cht Schwarze Italiener . . . . . sehr hell 15,0 
B: Untersuchungen von Teilproben der Schale je eines Eies 
en Welsumer’.§ .. 082.) 2. dunkel-braun 112 
on We 2 a ee dunkel-braun 73,0** 
WCISUMMOD Cf oie cah ws Lerayts dunkel-braun 89,0* 
les Welsumera °°. s. 6 s+. mittel-braun 49,3 
vh- | Barnevelder. ....... dunkel-braun 50,0 
if- Barnevelder. ....... dunkel-braun cO:1* 
Barnevelder. ....... mittel-braun 48,1* 
)} Barnevelder. ....... hell-braun 22.3 
em -— Barnevelder. ....... hell-braun 23,0* 
yb- — Barnevelder. ....... mittel-braun 40,5 
y- @ Australorp ........ dunkel-braun 91,5 
IBUSCPANUN se egies ue mittel-braun 56,1 
~ Reesem ee ek ere coe sehr hell 13,8 


* gefleckt. ** punktiert. *** die rote Porphyrinfarbe von blau gelésten Farbstoff iiberdeckt. 
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Tab. 2. Abhangigkeit der Farbténung von Hiihnereier-Schalen 
von dem Ooporphyringehalt. 
Tear Ooporphyringehalt 
Farbténung gefth “a " in mg/kg Schale Bemerkungen 
Analysen | maximal | minimal | Durchschnitt 
dunkel-braun 15 91,5 34,6 62,3 davon 
3 gefleckt 
mittel-braun ll 53,3 36,5 46,8 davon 
2 gefleckt 
hell-braun 9 32,5 15,6 22,4 davon 
1 gefleckt 
sehr hell/farblos 10 24,2 8,6 14,4 





Tab. 3. Ooporphyringehalt der Eischalen verschiedener Vogelarten. 





Vogelart 








Farbténung der 
Schalen 





Ooporphyringehalt 
in mg/kg Schale 





maximal minimal 























Hiihner ..:. 
WeiBe Pute . 
(Empire White) 


Schneepute. . . 


Lachméwe.. . 


Ente 


Gans 


* Durchschnittswerte aus Tab. 1. 








suchter Eierschalen 
farblos bis dunkel- 


braun 
elfenbein bis hell- 
braune Grund- 
farbe m. versch. 
Tupfen 
dsgl. 


braungriin, mehr 
oder weniger 
stark gefleckt 





derselben Vogelart 


40,0* 

(45 Analysen) 
28,7 
(Mittel 
von 11 Analysen) 


20,9 
(Mittel 
von 5 Analysen) 
444,] 
(Mittel 
von 6 Analysen) 


Analysen von nur je | Ei 


hellbraun 
hell-griinblau 


gelbgriin 
grau 


mittelbraun, 
punktiert 
hellbraun, 
punktiert 
farblos 
braungriin 


farblos 





30,5 
25,6 
22,6 
33,2 
33,4 
30,9 
12,9 
69,3 


negativ 








Durchschnitt und Schwankungsbreite des Ooporphyringehalts mehrfach unter- 


89,0 8,6 
52,7 9,4 
28,9 10,2 
549,7 381,1 


kein blauer oder 
griiner Farbstof 

blauer Farbstoff 
vorhanden 

dsgl. 

das graue Pigment 
ging nicht mit in 
Lésung 


ohne Innenhaut! 

Ooporphyrin von 
blauem Farbstoff 
verdeckt 
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Tab. 3 (Fortsetzung). 





Farbténung Ooporphyringehalt 





Vogelart der Schalen in mg/kg Schale Bemerkungen 
Afrik. StrauB . . | elfenbein schwach positiv* 
Nandi. .... stark gelb, auch das negativ* Lésung griinlich 
Schaleninnere 
PW 2-5 ar eS blaugraue Grund- negativ* Lésung stark blau 


farbe m. dickem, 
schwarzem, lack- 
artigem Belag 











* Nur qualitative Fluoreszenzreaktion, da Farbstoffe anwesend, die bei der photometrischen 
Messung stérten. Innenhaut war nicht véllig zu entfernen. Das Alter der Eischalen war nicht bekannt 
und bei der Aufbewahrung LichteinfluB nicht ausgeschaltet. 


Tab. 4. Untersuchung einer Legeserie von Bankiwa-Eiern mit exakter 
Farbbestimmung nach Ostwald. 














rch: 
Legedatum | Gewicht | De ys ta Porphyrin Farbbezeichnung 
1957 g if - mg/kg Schale nach Ostwald 
langs | quer 

3. 6. 32,66 | 50,1 | 36,2 15,9 05CA 05 60 20 

5. 6. 34,90 | 49,2 | 37,5 18,1 11CA 11 60 20 

8. 6. 35,85 50,3 | 37,6 nicht untersucht 
10. 6. 35,20 | 49,0 | 37,6 23,2 12CA 12 60 20 
11. 6. 35,15 | 47,9 | 38,1 18,9 13CA 13 60 20 
10. 7. 36,70 | 49,1 | 37,4 21,8 13CA 13 60 20 
15. 7. 38,80 | 49,0 | 38,1 21,2 24CA 24 60 18 
19. 7. 36,65 | 48,8 | 36,8 25,8 24CA 24 60 18 
22. 7. 38,70 | 49,2 | 38,0 26,2 20CA 20 60 18 
23. 7. 37,95 | 48,2 | 37,8 26,6 20CA 20 60 18 
25. 7. 38,20 | 48,6 | 37,9 22,7 17CA 17 60 19 
27.7 38,45 | 49,3 | 38,1 21,9 17CA 17 60 19 











gehérigen Ooporphyringehalten, Tab. 3 eine Zusammenstellung einzelner 
Ooporphyrinanalysen in den Schalen anderer Vogelarten. 

Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Dr. Gleichauf, 
Bundesforschungsanstalt fiir Kleintierzucht, Celle, erhielten wir das Ge- 
lege einer Bankiwa-Henne. Wahrend wir, wie bisher iiblich und aus 
Tab. 1—3 ersichtlich, die Eischalenfarben gewoéhnlich benannten, z. B. 
lachsfarbig, dunkelbraun usw., haben wir die Schalenfarbténe der 
Bankiwa-Eier, um sie genau zu definieren, nach dem groBen Farben- 
atlas von W. Ostwald® bestimmt (Tab. 4). Die Farbtone lagen zwischen 
05 und 24, also Buntfarben von etwa hellgelb bis orange bei gleicher 
WeiBbeimischung (60%) und fast gleicher Schwarzbeimischung (18 bis 
20%). Soweit sich aus den nicht groBen Unterschieden im Porphyrin- 
gehalt und der kleinen Zahl der untersuchten Eier schlieBen laBt, ergibt 


8 W. Ostwald, Farbenatlas, Verlag Unesma, Leipzig; Ostwald-Archiv u. 
Mitarbb.; Die kleine FarbmeBtafel nach W. Ostwald, Musterschmidt, wissen- 
schaftl. Verlag, Géttingen, Frankfurt, Berlin. 
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sich doch, daB den helleren Farbténen auch ein geringerer Porphyrin- 
gehalt entspricht. Beides trat deutlich bei den ersten zwei Eiern des 
Geleges in Erscheinung. Im allgemeinen ergaben sich die Unterschiede 
in den Farbténen bei den Eiern dieser Henne mehr in der Anderung der 
Grundfarben hellgelb bis orange als in der Beimischung von weiB und 
schwarz. 

Weitere Untersuchungen von Gelegen einzelner Muttertiere mit 
Feststellung der Farbt6nung und quantitativer Bestimmung des Por- 
phyringehalts sind eingeleitet. 


Zusammenfassung 


Aus Schalen von Hihnereiern wurde kristallines Ooporphyrin ge- 
wonnen. Die Ausbeute betrug etwa 1/,, des von Fischer aus Méwen- 
eiern und nur ?/3, des von ihm aus Kiebitzeiern gewonnenen Ooporphyrins. 

Es wurde eine photometrische Methode zur Bestimmung des Oopor- 
phyrins ausgearbeitet und die Zuverlassigkeit dieses Verfahrens gezeigt. 
Zahlreiche Analysen der Kierschalen von Hiihnern und anderen Vogel- 
arten wurden ausgefiihrt. 


Summary 


Crystalline ooporphyrin has been obtained from the shells of chicken 
eggs. The yield amounted to about one-tenth of that obtained by Fischer 
from sea-gull eggs and only one-thirtieth of that obtained by him from 
pewit eggs. 

A photometric method for the determination of ooporphyrin has 
been developed and its accuracy indicated. Numerous analyses of egg 
shells from chickens and from other types of birds have been carried out. 
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Das Vorkommen von Glutaminasen in Organ-Homogenaten 
des Meerschweinchens * 


Von 


R. Richterich**, L. Goldstein*** und E. Cohen 
Aus dem Department of Pharmacology, Boston University School of Medicine, Boston, Mass, 
(Direktor: Prof. Dr. Earl H. Dearborn) 
und 
der Medizinischen Universititsklinik, Basel (Direktor: Prof. Dr. H. Staub) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1958) 


Aus verschiedenen Untersuchungen der letzten Jahre geht hervor, 
da8 Glutamin und Glutaminsaure Schliisselpositionen im Aminosauren- 
Stoffwechsel einnehmen!?, Wahrend die Glutaminsaure direkt an meh- 
reren Reaktionen teilhat, diirfte das Glutamin vor allem als Transport- 
form fiir die Glutaminsdure eine Rolle spielen; vermag es doch im 
Gegensatz zur Glutaminséure die tierische Zellmembran zu durch- 
dringen®. 

Uber das Organvorkommen der fiir den Glutaminsaure-Stoffwechsel 
wichtigsten Enzyme, der eigentlichen Transaminasen, liegt eine Reihe 
von Untersuchungen vor*5>. Im Gegensatz dazu wurde die Organvertei- 
lung einiger Glutamin abbauender und synthetisierender Enzyme bisher 
noch nie analysiert. Von diesen Fermenten ist die Glutaminase I, ein 
phosphataktiviertes Enzym, das Glutamin in Glutaminsiure und 
Ammoniak spaltet, am besten bekannt!5-’. Ein zweites Enzym, friiher 
als Glutaminase II, heute besser als Glutamin-«-Ketosaure-Trans- 
aminase-Deamidase bezeichnet, wurde von Meister et al.1®*® eingehend 


* Diese Untersuchungen wurden zum Teil durch einen Forschungskredit 
(RG-3795) des National Institute of Health, United States Public Health Service, 
ermoglicht. 

** Anschrift: Medizinische Universitatsklinik, Birgerspital, Basel (Schweiz). 
*** Gray Pharmaceutical Fellow in Pharmacology. 

1 A. Meister, Physiol. Rev. 86, 103 [1956]; A. Meister, Biochemistry of 
Amino Acids, Academic Press, New York N.Y. 1957. 

2 V. Klingmiiller, Biochemie, Physiologie und Klinik der Glutaminsaure, 
Editio Cantor, Aulendorf/Wiirtt. 1956. 

3 W. B. McElroy u. B. Glass, Inorganic Nitrogen Metabolism, Academic 
Press, New York N.Y. 1956. 

4 R.M. Herbst, Advances in Enzymol. 4, 75 [1946]; A. E. Braunstein, 
Advances in Protein Chem. 8, 1 [1947]. 

5 P,P. Cohen in J. B. Sumner u. K. Myrbick, The Enzymes, Vol. I, 
Teil 2, S. 1040, Academic Press, New York N.Y. 1950—1952. 

6 A. Meister, Advances in Enzymol. 16, 185 [1955]. 

7 R. Richterich, L. Goldstein u. E.H. Dearborn, Enzymologia [Den 
Haag] 18, 190 [1957]. 

8 L. Goldstein, R. Richterich u. E.H. Dearborn, Enzymologia [Den 
Haag] 18, 261 [1957]. 
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studiert. Glutamin wird bei dieser Reaktion in Gegenwart einer «-Keto- 
sdiure zu einer Aminosadure und «-Ketoglutaramsaure transaminiert. Die 
«-Ketoglutaramsaure zerfallt anschlieBend durch Deamidierung zu x.- 
Ketoglutarsiure und Ammoniak. Das dritte Enzym _ synthetisiert 
Glutamin aus Glutaminsaéure und Ammoniak in Gegenwart von Adeno. 
sintriphosphat (ATP) und Magnesium-Ionen!* 1°, Zu erwaéhnen ist 


schlieBlich noch ein weiteres hydrolytisches Enzym, die nichtphosphat- | 
aktivierte Glutaminase, deren Konzentration in allen bisher untersuchten | 
Organen niedrig ist und die méglicherweise mit dem glutaminsynthe- | 
tisierenden Enzym identisch ist!!. Die Eigenschaften dieser vier Enzyme | 


in der Meerschweinchen-Niere wurden an anderer Stelle analysiert?*101!, 
Hier soll tiber das Vorkommen der drei zuerst erwihnten Enzyme in 
verschiedenen Organen des Meerschweinchens berichtet werden. 


Methoden 


Gesunde mannliche Meerschweinchen (550—590 g) wurden durch einen Schlag 
auf den Kopf getétet. Die Organstiicke wurden sofort entnommen und auf Eis 
gekiihlt. Nach dem Verfahren von Potter?? wurden 5-proz. Homogenate in phy- 
siologischer Kochsalzlésung hergestellt. Der Enzym-Nachweis erfolgte unmittel- 
bar nach der Bereitung der Homogenate. Jedes Enzym wurde je zweimal bei drei 
verschiedenen Tieren untersucht. 

Zum Nachweis der Glutaminase I wurde folgendes Inkubationsgemisch 
verwendet’: 0,1 ml Homogenat (5-proz.), 0,1 mi L-Glutamin (0,1-m.), 0,1 ml Phos- 
phat-Puffer (5-m.), pu 7,5, 0,5 ml Tris-Puffer (0,05-m.), pa 7,5 und 0,2 ml NaCl- 
Lésung (0,9-proz.). In den meisten Organen kommt neben der Glutaminase I 
noch ein Enzym vor, das Glutamin auch in Abwesenheit von Phosphat spaltet!. 
Es war daher notwendig, die Analysen mit und ohne Phosphat durchzufiihren 
und die Differenz zwischen beiden Werten zu verwenden. Das so erhaltene Resultat 
wurde durch einen weiteren Leerversuch unter Weglassen des Enzyms fiir die 
nichtenzymatische Hydrolyse des Glutamins’ korrigiert. Die Menge des frei- 
gesetzten NH, wurde gemessen. 

Die Aktivitét der Glutamin-«-Ketosiure-Transaminase-Deamidase 
wurde in folgendem Inkubationsgemisch bestimmt®: 0,3 ml Homogenat (5-proz.), 
0,1 ml L-Glutamin (0,1-m.), 0,1 ml Pyruvat (0,5-m.), 0,3 ml Veronal-Puffer (5-proz.) 
und 0,2 ml NaCl-Lésung (0,9-proz.). Da dieses Enzym nur in der Anwesenheit von 
«-Ketosiuren aktiv ist, wurde die Differenz zwischen je einer Bestimmung mit 
und ohne Pyruvatzusatz als MaB fiir die Enzymaktivitat genommen. Inkubiert 
wurde bei py 8,8 wihrend 30 Min. Die Enzymtatigkeit wurde durch den Nach- 
weis des wihrend der Inkubation freigesetzten Ammoniaks erfaBt. 

Das System der Glutamin-Synthese wurde in folgendem Gemisch analy- 
siert?°; 0,3 ml Homogenat (5-proz.), 0,2 ml t-Glutaminsaure (0,5-m.), 0,2 ml Am- 
moniumchlorid (2,94-m.), 0,1 ml ATP (0,1-m.), 0,1 ml Magnesiumsulfat (1,0-m.), 
0,1 mi NaCl-Lésung (0,9-proz.) und 0,5 mi Tris-Puffer (0,05-m.), py 7,5. Als MaB 

fiir die Enzymaktivitét galt das Verschwinden von Ammoniak aus dem Inkuba- 
tionsgemisch im Vergleich zu einem Kontrollversuch, in dem ATP und Magnesium- 


® J. F. Speck, J. biol. Chemistry 179, 1405 [1949]. 

10 R. Richterich, L. Goldstein u. E. H. Dearborn, Enzymologia [Den 
Haag] 18, 355 [1957]. 

1 L. Goldstein, R. Richterich u. E. H. Dearborn, Enzymologia [Den 
Haag] 18, 377 [1957]. 

12 V. R. Potter in ,,Methods in Medical Research‘‘, Bd. 1, Year Book Publi- 
shers, Chicago 1948, S. 317. 
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sulfat weggelassen wurden. Da zwischen der Glutamin-Synthese und dem Ver- 
schwinden des Ammoniaks eine stéchiometrische Beziehung besteht®, ist ein 
solches Vergehen fiir den vorliegenden Zweck geniigend. 

Die Inkubation erfolgte in jedem Fall in 25-ml-Penicillin-Flaschchen bei 37° 
wahrend 30 Min. unter Luft. Am Ende der Inkubationszeit wurden die Flaschchen 
mit einem Gummistopfen, der auf der Innenseite einen mit 10-n. Schwefelséure 
angefeuchteten Glasstab trug, verschlossen. Durch den Gummistopfen wurden 
mit einer Injektionsspritze 2 ml einer 20-proz. Natriumcarbonatlésung injiziert. 
Die Flaschchen wurden dann auf einem eigens dazu konstruierten Rotor zur Be- 
schleunigung der Diffusion des Ammoniaks aus dem Gemisch auf den Glasstab 
waihrend 20 Min. um ihre Liangsachse rotiert. Der Glasstab wurde dann heraus- 
genommen, in Wasser gewaschen und eine geeignete Menge Nesslers Reagenz zu- 
gesetzt. Die optische Dichte wurde in einem Klett-Photometer bei 420 my abge- 
lesen und die Ammoniak-Konzentration mittels einer mit Ammoniumchlorid her- 
gestellten Eichkurve bestimmt. Dieses zuerst von Seligson u. Mitarbb.’* an- 
gegebene Verfahren erlaubt eine rasche und exakte Bestimmung des Ammoniaks 
in Mengen bis zu 0,2 uMol. Die hier angegebene Technik eignet sich vorziiglich 
zum Nachweis von ammoniakabspaltenden oder aufnehmenden Enzymen, da vor 
der Ammoniak-Bestimmung keine Manipulationen mit dem Inkubationsgemisch 
notwendig sind. 

Die Enzymaktivitét wurde in jedem Fall als «Mol NH, abgespalten oder auf- 
genommen/Minute/100 mg Frischgewicht ausgedriickt. Bei Verwendung des Trok- 
kengewichtes als Vergleichsbasis ergaben sich keine wesentlichen Anderungen. Die 
Enzymkonzentration von 9 Organen des Meerschweinchens wurde in Tab. 1 zu- 
sammengestellt. 


Tab. 1. Vorkommen von Glutaminasen in Organ-Homogenaten des Meer- 
schweinchens. 





Aktivitét in ~.Mol NH,/100 mg Frischgewicht/Min. (M + oa) * 











Organ (Zahl der Glutaminsaure-«- 
Analysen) Glutaminase I Ketosaiure-Trans- | Glutamin-Synthese 
aminase- Deamidase 
Gehirn (6)... 0,415 + 0,035 0,040 + 0,011 0,070 + 0,003 
Leber (6) 0,061 + 0,008 0,026 + 0,002 0,079 + 0,020 
Niere (6) 0,110 + 0,022 0,010 + 0,003 0,044 + 0,018 
Lunge (6) 0,095 + 0,018 0,023 + 0,001 0,070 + 0,006 
Diinndarm (6) 0,075 + 0,002 0,026 + 0,002 0,028 + 0,004 
Magen (6) .. . 0,026 +. 0,009 0,006 + 0,002 0,023 + 0,010 
Mil (6) 6... 0,059 +. 0,017 0,013 + 0,007 0,036 + 0,002 
Nebennieren (6) . 0,042 + 0,018 0,024 + 0,002 0,035 + 0,003 
Herz (6). ... 0,010 + 0,004 0,008 + 0,004 0,003 + 0,003 





* M Arithmetisches Mittel; o Standardabweichung. 


Diskussion 


Aus unseren Untersuchungen (Tab. 1) geht hervor, daB das Gehirn 
prozentual den gr6éBten Gehalt an glutaminumsetzenden Enzymen ent- 
halt (vgl. 1.c.14). Das Vorkommen der Glutaminase I erklart die alte 

13 D. Seligson u. H.S.Seligson, J. Lab. clin. Invest. 38, 324 [1951]; 
D. Seligson u. K. Hirahara, ebenda 49, 962 [1957]. 

14 H. Waelsch, Advances in Protein Chem. 6, 299 [1951]. 
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Beobachtung, wonach Gehirngewebe Glutamin spaltet!>. Es sei aller- 
dings erwahnt, daB héchstens 10% des wahrend der Nerventatigkeit 
freigesetzten Ammionaks durch die Tatigkeit der Glutaminase gedeutet 
werden kann?*; ein gréBerer Anteil stammt wahrscheinlich aus dem 
regen, aber noch wenig untersuchten Nucleoprotein-Stoffwechsel der 
Ganglienzellen (vgl. l.c.1”). Es ist heute wahrscheinlich, daB die Glut- 
amin-«-Ketosdure-Transaminase-Deamidase wie die geliufigen Trans- 
aminasen Pyridoxalphosphat als Coenzym bendtigt!®. Auffallenderweise 
kommt es sowohl bei der Vitamin B,-Exokarenz bei Kindern?® wie der 
isoniazidverursachten B,-Hypovitaminose*® zu Stérungen in der Ner- 
ventatigkeit (Coma, Konvulsionen, periphere Neuritiden); méglicher- 
weise steht eine Abnahme der Konzentration des diskutierten Enzyms 
damit in Zusammenhang. Die hohe Konzentration des glutaminsyn- 
thetisierenden Systems kann teleologisch als Ammoniak-Entgiftungs- 
Mechanismus aufgefaBt werden. Es ist seit langem bekannt, daB es bei 
schweren Leberschadigungen sowohl beim Tier? als auch beim Men- 
schen22 zu zentralnervésen Ausfallen kommen kann, deren Intensitat 
der arteriellen Ammoniak-Konzentration parallel geht®* .Der eigentliche 
Mechanismus dieser ,,Ammoniak-Vergiftung ist unklar. Es wurde 
postuliert, daB es durch den exzessiven Verbrauch von «-Ketoglutar- 
siure zur Ammoniak-Entgiftung (Synthese von Glutaminséure aus 
Ammoniak und «-Ketoglutarsiure) zu einer Stérung im Krebs-Zyklus 
und damit in der zellularen Energieproduktion komme. Diese Hypothese 
beriicksichtigt jedoch die quantitativ betraichtliche Ammoniak-Entgif- 
tung durch Glutamin-Synthese nicht. 

Die Leber enthalt ebenfalls ansehnliche Mengen der analysierten 
Enzyme. Dieses Organ ist zweifellos die wichtigste Bildungsstatte des 
Blut-Glutamins. Neuere Untersuchungen machen wahrscheinlich, da8 
das Glutamin nicht nur als Transportform der Glutaminsaéure bedeu- 
tungsvoll ist, sondern selbst eine Rolle im Intermediarstoffwechsel spielt. 
So erfolgt die Harnstoff-Synthese wahrscheinlich zu einem ansehnlichen 
Teil tiber die intermediére Synthese von Glutamin; jedenfalls beob- 
achteten Bach und Smith* eine wesentliche Steigerung der Harnstoff- 
Synthese in vitro nach Hemmung der Glutaminase I. Ob der bei Leber- 
krankheiten beobachtete Anstieg des Blut-Ammoniaks und Abfall des 


15 H. Weil-Malherbe, Physiol. Rev. 30, 549 [1950]. 

16 H. Weil-Malherbe, Schweiz. med. Wschr. 86, 1223 [1956]. 

17 H. Hydén, zit. in T. O. Caspersson, Cell Growth and Function, Norton, 
New York N.Y. 1950. 

18 A. Meister u. P. F. Downey, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 49 [1956]. 

19 E. M. Nelson, Publ. Health Rep. 71, 445 [1956]. 

20 R. H. Reilly u. Mitarbb., J. Amer. med. Assoc. 152, 1317 [1953]. 

21 M. Hahn, V. Massen, M. Nencki u. J. Pavlov, Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 32, 161 [1893]. 

22 C. van Caulaert u. C. Deviller, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Asso- 
ciées 111, 50 [1932]. 

23 §. P. Bessman u. J. E. Bradley, New England J. Med. 258, 1143 [1955]. 
#48. J. Bach u. M. Smith, Biochem. J. 64, 417 [1956]. 
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Plasma-Harnstoffes (bei intakter Nierenfunktion) auf eine Storung der 
Glutamin- oder Harnstoff-Synthese zuriickzufiihren ist, kann zur Zeit 
nicht entschieden werden. 

Die Niere der Saugetiere enthalt groBe Mengen von Glut- 
aminase [7-25,26. Ks kann heute als erwiesen gelten, daB dieses Enzym 
fir die Bereitstellung des im Urin ausgeschiedenen Ammoniaks ver- 
antwortlich ist?> 26, Die gute Ubereinstimmung zwischen der maximalen 
Ammoniak-Ausscheidung in vivo und der Glutaminase I-Aktivitat in 
der Nierenmedulla bei verschiedenen Spezies macht eine Lokalisation 





des Enzymes in den Sammelrohren wahrscheinlich?*. Chronische Ver- 
abreichung von Saure fiihrt zu einer Zunahme der Glutaminase I-Kon- 
zentration in der Niere der Ratte?’ und des Meerschweinchens*’. Es han- 
delt sich dabei um eine echte Enzym-Adaptation®®. Im Gegensatz zur 
hydrolysierenden Glutaminase I ist die Glutamin-Synthese wie alle 
iibrigen energiereiche Phosphatverbindungen bendtigenden Reaktionen 
auf die Nieren-Cortex beschrankt*. 

Uberraschend war die Beobachtung, daB im stoffwechseltragen 
Lungengewebe relativ groBe Mengen Glutaminase I vorkommen. Es 
ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen, daB Binet und Bargeton*® 
in der Lungenvene héhere Ammoniak-Konzentrationen beobachteten als 
in der Lungenarterie. 


Tab. 2. Theoretisch mégliche Glutamin-Synthese in verschiedenen Organen, 
berechnet aus den Werten der Tab. 1. 








Gewicht Synthese 
Organ g (uMol N i, /Min. /Organ) 
PS a 24,6 17,2 
Diinndarm ..... 18,4 5,2 
ee 3,0 231 
TIGARD Ge 4 was 4.2 1,8 
Gehimn .. 6.5. 1,4 1,0 








Aus Tab. 2 geht hervor, daB der Darm als Ganzes einer ansehn- 
lichen Glutamin-Synthese fahig ist und in dieser Hinsicht nur von der 
Leber tibertroffen wird. Die bei Leberschadigungen haufig beobachtete 
Zunahme der Ammoniak-Konzentration im Blut ist darauf zuriickzu- 
fihren, daB das im Darm durch die Tatigkeit der Mikroorganismen 


25 R. M. Archibald, J. biol. Chemistry 154, 657 [1944]. 
26 R. Richterich, L. Goldstein u. E.H. Dearborn, Nature [London] 
178, 698 [1956]; dieselben, Amer. J. Physiol., 192, 392 [1958]. 
27 B. M. A. Davies u. J. Yudkin, Biochem. J. 52, 407 [1952]; F. C. Rec- 
tor, D. W. Seldin u. J. H. Copenhaver, J. clin. Invest. 84, 20 [1955]. 
°8 L. Goldstein, R. Richterich u. E. H. Dearborn, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 93, 284 [1957]. 
29 R. Richterich u. L. Goldstein, Experientia [Basel] 18, 30 [1957]. 
30 L. Binet u. D. Bargeton, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 199, 1245 [1934]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 312 4 
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gebildete Ammoniak*! nicht mehr durch die Leber aufgefangen wird. 
Unsere Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daB unter physiolo. 
gischen Verhaltnissen ein ansehnlicher Teil dieses Ammoniaks bereits 
in den Darmepithelzellen durch Glutamin-Synthese entgiftet wird. 
Méglicherweise spielen Schadigungen der Darmwand bei der Auslésung 
der ,,Ammoniak-Vergiftung“ eine wichtigere Rolle als bisher vermutet 
wurde. 


Zusammenfassung 


Die Konzentration von drei Enzymen des Glutamin-Stoffwechsels 
(Glutaminase I, Glutamin-«-Ketosiure-Transaminase-Deamidase und 
der Glutaminsynthetase) in Organhomogenaten (Gehirn, Leber, Niere, 
Lunge, Darm, Magen, Milz, Nebennieren und Herz) wurde analysiert. 
Alle drei Enzyme kamen im Gehirn in der héchsten Konzentration vor, 
Die physiologische und pathologische Bedeutung der Enzyme wird dis. 
kutiert. 


Summary 


The concentration of three enzymes of glutamine metabolism (glut- 
aminase I, glutamine-x-ketoacid-transaminase-deamidase, and glutamine 
synthetase) has been analyzed in homogenates of brain, liver, kidney, 
lung, intestine, stomach, spleen, adrenal glands, and heart. The highest 
concentration of all three enzymes occurred in the brain. The physiologi- 
cal and pathological significance of the enzymes is discussed. 


31 0. Folin u. W. Denis, J. biol. Chemistry 11, 161 [1912]. 
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Papierchromatographische Untersuchungen 
iiber den Plasmalogenabbau 
Von 
H. Bergmann und E.-M. Liebrecht 
Aus der Universitaits-Hautklinik Géttingen (Direktor: Prof. Dr. H.-G. Bode) 


Herrn Professor Dr. H. J. Deuticke zum 60. Geburtstag 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Miirz 1958) 


Uber den Abbau der durch Feulgen entdeckten Acetalphosphatide 
ist bisher wenig bekannt. Thiele? beschrieb die spontane Abspaltung 
yon Plasmal in waBrigen, plasmalogenhaltigen Emulsionen und Berg- 
mann, Schneweis und Thiele? den Plasmalogenabbau durch be- 
stinmte Bakterien. 

Wir haben mit einer einfachen Versuchsanordnung Untersuchungen 
iiber den Plasmalogenabbau durch anorganische Substanzen und Fer- 
mente verschiedener Herkunft durchgefiihrt, tiber die im folgenden be- 
richtet werden soll. Dabei sprechen wir von Plasmalogenabbau, wenn 
nach Einwirkung des betreffenden abbauenden Agens vorher vorhan- 
denes Plasmalogen nicht mehr nachgewiesen werden kann. In welcher 
Weise das Plasmalogenmolekiil dabei jeweils verindert wurde, konnte 
mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht untersucht werden. 


Methodik 


1. Ausgangsmaterial: Als Substrat fiir die Abbauuntersuchungen wurde 
Rinderherz-Phosphatid verwandt. Dafiir wurde durch Extraktion eines Rinder- 
herzens mit Ather und anschlieBend mit Chloroform/Methanol 1: 3 ein Rohphos- 
phatid gewonnen, von dem nach Klenk und Gehrmann® das Protagon abge- 
trennt wurde. In dem so erhaltenen Phosphatid zeigte das Plasmalogen anfangs 
in wiBr. Emulsion und auf dem Papier eine erhebliche Spontanspaltung. Nach 
einigen Wochen war jedoch die Spontanspaltung so gering geworden, daB sie nicht 
mehr stérend in Erscheinung trat. 

Beim Fallen der im Vak. eingeengten Phosphatidlésungen mit Aceton wurde 
ein Teil des Phosphatids im Aceton gelést. Die Léslichkeit von Cholin-Phosphatid 
in Aceton wurde bereits von Klenk und Debuch*? beschrieben. Diese Lésung von 
Phosphatid in Aceton, die Plasmalogen enthalt, eignete sich so gut zum Bespriihen 
von Filtrierpapier, daB wir ausschlieBlich sie verwandten. 

Phosphatid, das zur Beseitigung der Spontanspaltung nach Hanahan, 
Turner und Jayko? iiber eine Aluminiumoxydsaule chromatographisch gereinigt 


1 0. W. Thiele, diese Z. 300, 131 [1955]. 

2 H. Bergmann, K.-E. Schneweis u. O. W. Thiele, Naturwissenschaften 
44, 380 [1957]. 

3 EK. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

4 KE. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 

5 D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 


4* 
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wurde, fihrte, zum Bespriihen ebenfalls in Aceton gelést, als Substrat fiir unsere 
Abbau-Untersuchungen zu gleichen Ergebnissen. 

2. Nachweis des Plasmalogenabbaues: Mit einer Pipette werden 
0,03 ccm der waBr. Lésung der auf ihre plasmalogenabbauende Eigenschaft zu 
priifenden Substanz auf Filtrierpapier gebracht. Nach dem Trocknen wird dies mit 
einer plasmalogenhaltigen Lésung von Phosphatid in Aceton bespriiht. Das Papier 
wird 48 Stdn., an einem Glasstab hangend, im Brutschrank bei 38 © in wasserdampf.- 
gesittigter Atmosphare aufbewahrt und dann gefirbt. 

3. Farbemethoden: Zum Nachweis des Gesamtplasmals wird das Papier 
5 Min. in fuchsinschweflige Séure (FSS), der 1,8-proz. HgCl, zugesetzt wurde, 
gelegt. Manche Schwermetallsalze hemmen die Reaktion zwischen FSS und dem 
aus dem Plasmalogen durch HgCl, abgespaltenen Aldehyd. Befinden sich derartige 
Substanzen zur Priifung ihrer plasmalogenabbauenden Eigenschaft auf dem Papier, 
so ist es zur Vermeidung von Fehlergebnissen notwendig, dieses mindestens 
30 Min. in der Farbelésung zu belassen. 

Soll freies Plasmal nachgewiesen werden, so wird das Papier 5 Min. lang in 
FSS ohne Zusatz von HgCl, gebracht. Die Farbemethoden und die bei der Papier- 
chromatographie zu beachtenden Regeln wurden von Amelung und Béhm*® 
sowie von Thiele und Bergmann’ ausfiihrlich beschrieben. 

4. Fermentativer Plasmalogenabbau unter Einwirkung von Fer. 
menthemmern urd bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen: Eine einfache Modifikation des unter 2. angegebenen Verfahrens gestattet, 
die Wirkung von Fermenthemmern auf Fermente zu beobachten. Hierbei befinden 
sich neben der Kombination: Ferment —- Fermenthemmer — Substrat alle not- 
wendigen Kontrollen auf einem einzigen Rundfilter. 

Ein Rundfilter von 11 cm Durchmesser (Schleicher & Schill Nr. 597) wird 
in 4 Quadranten unterteilt, indem in Benzol geliéstes Paraffin mit einem feinen 
Pinsel aufgetragen wird. Auf das 1. Feld wird die Fermentlésung gebracht, auf das 
2. ein Gemisch von Fermentlésung und einer Lésung eines Fermenthemmers, auf 
das 3. der Fermenthemmer allein, jeweils 0,03 ccm. Das 4. Feld bleibt frei. Nach 
dem Trocknen wird das Filter mit Phosphatidlésung bespriiht und in den Brut- 
schrank gebracht. 





ee 


Das gleiche Verfahren bewahrte sich auch bei der Untersuchung der Aktivitat 


von Fermenten bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. Hierbei werden 
die Fermentlésungen, mit Pufferldsungen von verschiedenem py-Wert versetzt, 
auf das Papier gebracht. Wir benutzten den Citronensiure-Phosphatpuffer nach 
Me Ilvaine§. 

5. Papierchromatographie: Bienengift, Schlangengift und multivalente 
Verdauungsenzym-Praparate, in denen plasmalogenabbauende Fermente nach- 
weisbar waren, wurden aufsteigend chromatographiert, um diese Fermentgemische 
in mehrere Fraktionen zu unterteilen und die plasmalogenabbauende Fahigkeit 
der einzelnen Fraktionen zu untersuchen (Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2043a). 


Als Entwicklerfliissigkeiten wurden Aceton/Wasser-Gemische und verschieden 
hoch konzentrierte Kochsalzlésungen verwandt. Zum Nachweis des plasmalogen- 
abbauenden Fermentes wurden die Chromatogramme nach dem Entwickeln mit 
Phosphatidlésung bespriiht, 2—3 Tage in den Brutschrank gebracht und mit FSS 
unter Zusatz von HgCl, gefarbt. 

6. Papierelektrophorese: Die Papierelektrophorese wurde im Elphor- 
gerat bei +2° durchgefiihrt. Als Pufferlésung wurde ein Phosphatpuffer, py 6,4, 
verwandt® (Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2043a). 

6 D. Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]. 

7 O. W. Thiele u. H. Bergmann, diese Z. 806, 185 [1957]. 

8 Mc Ilvaine in J. R. Geigy, Wissenschaftl. Tabellen 1955, 101. 

® W. Neumann u. E. Habermann, Naturwissenschaften 39, 286 [1952]. 
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Untersuchungsergebnisse 


1. Plasmalogenabbau durch anorganische Substanzen 


Mit Hilfe von Tiipfelproben auf Rundfiltern wurde der Plasmalogen- 
abbau durch verschiedene Salze untersucht. In Tab. 1 wird die Wirkung 
verschiedener Anionen bei gleichen Kationen gezeigt. Tab. 2 gibt den 
Plasmalogenabbau durch Salze wieder, deren Anionen sich bei den in 
Tab. 1 dargestellten Versuchen als unwirksam erwiesen hatten. Es 
wurde bei allen Salzlésungen die Wasserstoffionenkonzentration ange- 
geben, da bei niedrigen pu-Werten auch die Siurehydrolyse der Acetal- 
phosphatide beriicksichtigt werden muB, die bereits ab pu 4 einsetzen 
kann, wie entsprechende Versuche mit Pufferlésungen zeigten. 


Tab. 1. Wirkung verschiedener Anionen auf Plasmalogen (1-m. Lésungen). 



































KBr KJ_ |KNO,|KSCN|K,S0, 
pa-Wert. .... 4,4 4,2 7,6 | 11,3 a 4 . 5,0 
MEHR. 60% «ars 0 a cea 0 0 ae 0 
Tab. 2. Wirkung verschiedener Kationen auf Plasmalogen. 
1-m. 0,1-m. 0,01-m. 0,001-m. 
pu |Abbau| po |Abbau|] pH |Abbau|; pq |Abbau 
BASINA se bo 08 oa 45 |+++] 5,4 |+++] 5,9 |++-+4+] 6,2 0 
iC iain Piero Oa 2,2 |+++]| 2,6 0 3,6 0 4,8 0 
1 Pe 4,1 0 5,8 0 6,1 0 6,3 0 
Ca(CH,COO), 8,4 0 7,5 0 7,0 0 6,6 0 
CABO 5, 45: 3 14) 2) 3,7 | +++] 4,4 0 6,0 0 8,4 0 
Co(NOs). ae 4,0 0 5,4 0 6,1 0 6,5 0 
UNC) 0) imal Salar ase 7,3 0 eis 0 6,8 0 6,1 0 
CABO Sa 39 | ++ |] 4,5 0 5,1 0 5,6 0 
a oe 3.6 |+++/ 3,7 |+++! 45 [+++] 54] + 
Fe,(SO4)3 f . 0,9 Ae oe 1,6 aiegte ste 2,2 P+ 2,8 ooo ia 
Eisen(II1)- citrat 10 |/+++] 1,6 ;/+++4+] 2,3 a 3,6 0 
1s) Os oe 5,4 0 6,0 0 6,0 0 6,1 0 
MESS sh 3? 4,8 0 5,4 0 6,9 0 6,3 0 
Pb(CH, 3COO), . 5,9 0 5,9 0 6,0 0 6,1 0 
BO. ad ws! s 541 +.1 66 | © 65 ! 0 6,7 | 0 





























2. Enzymatischer Plasmalogenabbau 


Plasmalogenabbauende Fermente fanden sich in Bienengift, Schlan- 
gengift sowie in multivalenten Verdauungsenzym-Praparaten pankrea- 
tischer und pflanzlicher Herkunft. 








H. Bergmann und E.-M. Liebrecht, 
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a) Plasmalogenabbau durch Bienengift 


Es wurden waBrige Lésungen ,,reinen Bienengiftes‘‘ (Mack)* ver. 
wandt. Die minimale Menge Bienengift, bei der wir mit Tipfelproben 
noch einen Plasmalogenabbau feststellen konnten, betrug 1,6 y (0,025 com 
einer Lésung von 0,00625%.). Bienengift zeigte die beste Wirksamkeit 
bei px 7. Es wurde durch Natriumfluorid und Athylendiamintetraacetat 
(ADTA) gehemmt, zeigte nach 30 Min. langem Kochen eine deutliche 
Aktivitétsminderung und wurde durch proteolytische Fermente wie 
Pepsin und Papain bei 37° inaktiviert. Pepton, das die Spontanspaltung 
von Plasmalogen hemmt, hatte keinen Einflu8. 

Wird eine 1-proz. waBrige Bienengiftlésung mit 1/,-m. Kochsalz- 
lésung als Entwicklerfliissigkeit papierchromatographisch untersucht, 
so finden sich 2 versehieden groBe Flecke, an denen aufgespriihtes Plas- 
malogen abgebaut wird. Der gréBere hat einen Ry-Wert von 0,58. Er 
entspricht in bezug auf seine Lage derjenigen des gréBten Teiles des mit 
Amidoschwarz firbbaren EiweiBes, das im Bienengift enthalten ist. Ein 
zweiter, kleinerer Fleck liegt dicht oberhalb der Startlinie mit einem 
Ry-Wert von 0,13 an einer Stelle, an der sich mit Amidoschwarz kein 
EiweiB nachweisen 1aBt. 


b) Plasmologenabbau durch Schlangengift 


Ferner wurde der Plasmologenabbau durch waBrige Lésungen von 
Schlangengift** untersucht. Dabei zeigte dieses Gift ahnliche Eigen- 
schaften wie das Bienengift (Tab. 3). Das plasmologenabbauende Fer- 
ment im Schlangengift ist ebenfalls relativ hitzebestandig, wird durch 
NaF und ADTA gehemmt und durch Pepsin und Papain bei 37° ab- 
gebaut. Pepton zeigt auch hier keine hemmende Wirkung. 


Tab. 3. Einige Eigenschaften plasmalogenabbauender Fermente 




















Ferment —— ~ eal pu-Optimum Hemmung durch 
Bienengift. . . . 1,6 y 7,0 NaF, ADTA 
Schlangengift . . 0,6 4,0—6,0 NaF, ADTA 
Combizym : 2,0 y 4,0—6,0 NaF, ADTA 





Unsere Versuche, Schlangengift papierchromatographisch oder 
papierelektrophoretisch in verschiedene Fraktionen zu untertzilen, 
fiihrten nicht zu brauchbaren Ergebnissen. Wahrend bei der Papier- 
chromatographie das Ferment bei allen von uns benutzten Entwickler- 
fliissigkeiten am Startfleck oder in dessen Nahe in diffuser Verteilung 


* ,,Reines Bienengift‘‘ wurde uns freundlicherweise von der Fa. Heinrich 
Mack Nachf., Illertissen/Bayern, zur Verfiigung gestellt. 

* ,.Tox. crist. von Vipera berus“‘ wurde uns freundlicherweise von der Fa. 

Arzneimittelfabrik Hiils, Dr. Albin Hense, iiberlassen. 
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liegenblieb, fiihrte die Papierelektrophorese zur Inaktivierung, was nach 
Methfessel?® wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, daB ein 
metallischer Aktivator des Fermentes im elektrischen Feld entgegen- 
gesetzt wandert. 


c) Plasmalogenabbau durch Verdauungsenzym-Praparate 


Alle von uns untersuchten multivalenten Verdauungsenzym-Pra- 
parate pankreatischer und in geringem Mafe auch diejenigen pflanz- 
licher Herkunft bauten Plasmalogen ab. Am wirksamsten erwies sich 
das Combizym*, das von uns néher untersucht wurde und beziiglich des 
Plasmalogenabbaues ahnliche Eigenschaften wie Bienengift und Schlan- 
gengift zeigte (Tab. 3). Bei der Papierchromatographie mit '/,-m. Koch- 
salzlosung als Entwicklerflissigkeit hat das plasmalogenabbauende Fer- 
ment im Combizym einen Ry-Wert von 0,75. 


Besprechung der Ergebnisse 


Es ist anzunehmen, daB es sich beim Abbau von Plasmalogen durch 
die untersuchten anorganischen Substanzen und Fermentgemische um 
verschiedene Mechanismen handelt, die im einzelnen noch der Auf- 
kliarung bediirfen. Wahrend bei BrO,° an Oxydation, bei den Schwer- 
metallen an katalytische Abspaltung des Plasmals und nachfolgende 
Oxydation zu denken ist, sprechen die Befunde beim Bienengift, 
Schlangengift und den Verdauungsenzym-Praparaten fiir eine fermen- 
tative Umsetzung. 

Die Frage, ob bei den Abbauvorgingen freies Plasmal auftritt oder 
ob das Plasmalogenmolekiil ohne Abspaltung von Aldehyd so verandert 
wird, daB es mit FSS und HgCl, nicht mehr nachweisbar ist, soll spater 
untersucht werden. Orientierende Versuche, bei denen Laurinaldehyd 
bzw. Myristinaldehyd, 1: 10000 gelést in Aceton, auf das Papier ge- 
spriht wurden, ergaben, daB die Aldehyde bei Aufbewahrung des be- 
sprihten Papieres im Brutschrank bei 38° in wasserdampfgesattigter 
Atmosphire wahrscheinlich infolge Oxydation oder Polymerisation 
schon in wenigen Stunden nicht mehr nachweisbar sind. Beim Plasma- 
logenabbau etwa auftretender Aldehyd wird sich also vermutlich durch 
rasche weitere Verinderung dem Nachweis entziehen. 


Zusammenfassung 


Das auf seine plasmalogenabbauende Fahigkeit zu priifende Agens 
wird auf Filtrierpapier gebracht, das anschlieBend mit einer Phosphatid- 
losung bespriiht und 2 Tage bei 38° in wasserdampfgesattigter Atmo- 
sphire aufbewahrt wird. Das danach nicht abgebaute Plasmalogen wird 


oO rehs Methfessel, Naturwissenschaften 44, 329 [1957]. 
* Praparat d. Fa. Luitpold-Werk, Miinchen, 
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mit fuchsinschwefliger Saéure, der 1,8°/, HgCl, zugesetzt wurde, nach- 
gewiesen. Dieses Verfahren ist auch fiir papierchromatographische und 
papierelektrophoretische Untersuchungen anwendbar. 

Plasmalogen wird durch einige anorganische Substanzen sowie fer- 
mentativ durch Bienengift, Schlangengift und multivalente Ver. 
dauungsenzym-Praparate abgebaut. 


Summary 


The substance to be tested for its plasmalogen degrading ability is 
applied on filter paper which is then sprayed with a phosphatide solution 
and kept for two days at 38° C in an atmosphere saturated with water 
vapor. After this time any unattacked plasmologen is found with 
fuchsine sulfurous acid to which 1,8°/, HgCl, was added. This procedure 
is also applicable to paper chromatographical and electrophoretical 
investigations. 

Plasmalogen is degraded by some inorganic, substances, enzymes 
of bee and snake poisons, and multivalent digestive enzyme pre- 
parations. 
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Die Bildung der Nucleoprotamine wahrend der 
Spermiogenese") 
Von 


K., Felix, A. Goppold-Krekels und H. Lehmannn 


Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefithrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Miirz 1958) 


In den letzten drei Jahren bemiihten wir uns, herauszufinden, wann 
die Protamine und mit ihnen die Nucleoprotamine wahrend der Spermio- 
genese zum ersten Mal auftreten. 

A. Kossel vermutete, daB die Protamine durch fortgesetzte Ver- 
einfachung aus einem komplizierten EiweiB — wahrscheinlich dem der 
Rumpfmuskulatur — entstehen!. Die Aminosauren, die nicht im Pro- 
tamin vorkommen, wiirden nach und nach fir den taglichen Bedarf ver- 
braucht. Auf dem Weg vom komplizierten Protein zum Protamin kénne 
intermediir ein Histon auftreten. 

Wir sammelten im Sommer und Herbst 1954 Testes von Bachsaib- 
lingen in verschiedenen Reifestadien und begannen damit etwa 90 Tage 
vor der iiblichen Laichzeit. Die Intervalle zwischen den einzelnen Stadien 
betrugen rund 10 Tage. 

Am Anfang waren die Testes kurze, diinne Schlauche. Mit der Zeit schwollen 
sie an und wurden schlieBlich dicke, mit Spermatozoen gefiillte Sicke. Die Fische 
entwickelten sich nicht gleichmaBig. Haufig befanden sich unter den gleichzeitig 
geschlachteten Tieren einige noch im friihen Stadium der Spermiogenese, wahrend 
andere schon reife Spermatozoen enthielten. So wire es sinnlos gewesen, die heraus- 
genommenen Organe nach der Zeit zu ordnen. Wir vereinigten jeweils die gleichen 
Fntwicklungsstadien und erhielten auf diese Weise 9 verschiedene Gruppen, die 
dieselben histologischen Bilder zeigten. Sie wurden tief-gefroren und aus ihnen die 
Kerne nach Behrens? dargestellt. 

Um das erste Auftreten der Nucleoprotamine nachzuweisen, gibt es 
zwei Méglichkeiten, némlich die Nucleoprotamine als Ganzes oder nur 
den Protaminanteil allein zu isolieren. 

Erstere kénnen mit 10-proz. Kochsalzlésung extrahiert, dann mit 
destilliertem Wasser gefallt und dadurch identifiziert werden, daB man 
sie hydrolysiert und das charakteristische Aminosiuremuster papier- 


chromatographisch nachweist. 


* Der Inhalt dieser Mitteilung wurde auf einer Konferenz der Faraday- 
Society im Oktober 1956 und in dem Seminar iiber molekulare Biologie des Chicago- 
Frankfurt-Interuniversity Project am 19. 3. 57 vorgetragen. 

' A. Kossel, Protamine und Histone, Verlag F. Deuticke, Leipzig und Wien, 
1929, S. 80. 

2 M. Behrens u. M. Taubert, diese Z. 291, 213 [1952]. 
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Das Protamin fiir sich allein extrahiert man mit verdiinnter Salz- 
siure. Wir hofften, mit dem zweiten Verfahren mégliche Vorlaufer des 
Protamins zu fassen, die bereits einen basischen Charakter besitzen. 

Alle Gruppen der verschiedenen Reifungsstadien wurden mit beiden 
Methoden untersucht. Das erste Verfahren ergab eindeutig, daB das 
Nucleoprotamin zum ersten Mal in dem 6. Stadium, das ist 40 Tage 
vor der Laichzeit, auftritt. Vor diesem Stadium konnte mit chemischen 
Mitteln kein Nucleoprotamin nachgewiesen werden. Von seinem ersten 
Auftreten an hatte es bereits die gleiche Zusammensetzung wie in den 
reifen Spermatozoen, und in der weiteren Entwicklung anderte sich daran 
nichts mehr, wie wir durch Analyse der drei letzten Stadien eigens fest- 
stellten. Das Nucleoprotamin dieser Stadien enthalt neben den Amino- 
sduren des isolierten Protamins Fontinin noch zusatzlich Asparagin- 
siure, Glutaminséure und Isoleucin, wie wir in der vorangegangenen 
Mitteilung* erwaihnt haben. Es unterscheidet sich von dem der reifen 
Spermatozoen nur dadurch, daB man aus ihm die Komponenten, in 
denen die zusatzlichen Aminosaéuren vorkommen, ohne weiteres durch 
verdiinnte Salzsaure extrahieren kann. 

Der Kochsalzextrakt enthielt kein weiteres Nucleoproteid, das als 
Vorstufe des Nucleoprotamins hatte angesehen werden kénnen. Des- 
wegen glauben wir nicht, daB der Protaminanteil aus einem kompli- 
zierten Protein nach und nach tiber verschiedene Zwischenstufen ge- 
bildet wird. Wir nehmen eher an, daB es durch einen besonderen ProzeB 
erzeugt wird, der in einem bestimmten Stadium der Spermiogenese ab- 
lauft. Das schlieBt nicht aus, daB die Herstellung des Protamins von 
einem komplizierten Protein oder Histon ausgeht. Der mutmaBliche Vor- 
laufer wird aber auf einmal und nicht iiber Zwischenstufen in das Pro- 


tamin umgeformt, so wie etwa Trypsinogen und Chymotrypsinogen | 


direkt in die aktiven Enzyme iibergefiihrt werden. 

Das zweite Verfahren, die Extraktion mit verdiinnter Salzsaure, 
fiihrte zu einem neuen Resultat. Der salzsaure Extrakt aller Stadien 
enthielt neben dem in den Stadien 6—9 vorhandenen Protamin noch 
ein anderes, ebenfalls basisches Protein. Uberall kam es schatzungs- 
weise in relativ gleicher Menge vor. Es bestand aus mehr Amino- 
siuren als das Protamin, lieB sich aber nicht ohne weiteres praparativ 
abtrennen. 

Dagegen war es méglich, das zugehérige Nucleoproteid zu isolieren. 








Es lést sich in Wasser und fallt aus dem waBrigen Extrakt mit Trichlor- | 


essigsiure oder mit Essigsiure aus. Aus dem wasserunloslichen Riick- 
stand kann man anschlieBend das Nucleoprotamin leicht mit 10-proz. 
Kochsalzlésung extrahieren. Man kann auch umgekehrt aus den trocke- 
nen Kernen erst das Nucleoprotamin extrahieren und dann das zweite 
Nucleoproteid, weil es in der Kochsalzlésung unléslich ist. 


8 K. Felix, A. Goppold-Krekels, O. Schiffu. T. Yamada,! diese Z. 811, 
256 [1958]. 
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Das zweite basische Protein gewinnt man aus dem Nucleoproteid 
durch Extraktion mit 0,2-proz.Salzsiure und Fallung mit Aceton. Es hat 
die Eigenschaften eines Histons, fallt mit Ammoniak, enthalt nach dem 
Papierchromatogramm in allen Stadien die gleichen Aminosauren: alle 
drei Hexonbasen und an Monoaminoséuren Glykokoll, Alanin, Serin, 
Cystin, Threonin, Asparaginsdéure, Glutaminsaure, Valin, Prolin, Leucin, 
Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin, aber kein Tryptophan. Nach der 
Intensitat der Flecken enthalt dieses Histon-hydrochlorid 12,9°%/, Arginin, 
9,6°%, Lysin und 2,2°% Histidin. Vom gesamten Histon-N entfallen auf 
Arginin-N 23,0, auf Histidin-N 3,3 und auf Lysin-N 10,2%. 

Zur vorliufigen Orientierung dariiber, welchem Typ die Nuclein- 
siure angehért, haben wir in dem Nucleohiston des 5. und 6. Stadiums 
die Nucleinbasen bestimmt*. Auf 100 Atome Phosphor kamen 73 Moll. 
Basen, davon entfielen 29,5°% auf Adenin, 27,7°%% auf Thymin, 20,7°% 
auf Guanin und 21,9°, auf Cytosin. Uracil war nicht nachzuweisen. 
Somit handelt es sich um Desoxyribonucleinsaéure. Das zweite Nucleo- 
proteid ist also ein Nucleohiston, ahnlich denen, die schon aus anderen 
Geweben dargestellt worden sind. 

Wir haben zwar das Nucleohiston aus allen 9 Stadien isoliert, aber 
nur aus den 3. bis 9. so viel erhalten, da8 wir es analysieren konnten. 
In den beiden ersten Stadien war die Gewebsmasse noch so gering, daB 
die Ausbeute nur fiir qualitative Reaktionen zur Kennzeichnung des 
Nucleohistons ausreichte. Die aus den Stadien 3 bis 9 isolierten Pripa- 
rate enthielten im Mittel 16,7°% Stickstoff und 4,52°,, Phosphor. Die 
Einzelwerte wichen von dem Mittel nur innerhalb der Fehlerbreite der 
Methoden ab. Das Verhiltnis Stickstoff zu Phosphor liegt fiir dieses 
Nucleohiston bei 3,70. Fiir die Nucleoprotamine betragt es rund 3,4. 

Da wir das Nucleohiston in allen Reifestadien, sowohl in den ganz 
friihen Stadien, also vor dem Erscheinen der Nucleoprotamine, wie auch 
unmittelbar vor der ersten Entleerung des Samens feststellten, glauben 
wir nicht, daB es direkt etwas mit der Spermiogenese zu tun hat, sondern 
den Kernen anderer Zellen der Testes entstammt. 

Wahrend unserer Versuche wurden wir auf eine Arbeit von M. Al- 
fert* aufmerksam gemacht, der mit histochemischen Methoden an einer 
Salmart (Chinook salmon) priifte, ob das Nucleoproteid in den Kernen 
der Spermatiden wahrend der Reifung nach und nach auftritt und seine 
Zusammensetzung sich allmahlich oder plétzlich in einer bestimmten 
Zellgeneration andert. Protamine und Histone farben sich mit ,,Fast 
Green“. Die Stelle, wo die Protamine liegen, farbt sich nicht mehr, wenn 
die Priparate zuvor mit heiBer Trichloressigsiure extrahiert werden. Die 
Protamine gehen dabei in Lésung, Histone und andere EiweiBk6rper 
nicht. Mit dieser Technik kommt Alfert zu dem gleichen Schlu8 wie wir, 


* Diese Analysen wurden dankenswerterweise von Herrn Dr. R. K. Zahn 


ausgefiihrt. 
4M. Alfert, J. Biophysica and Biochem. Cytology 2, 109 [1956]. 
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daB der Wechsel von einem histonihnlichen Kerneiwei8 zu einem Pro. 
tamin ziemlich pl6tzlich in einem relativ spiten Stadium der Spermio. 
genese eintritt. 

SchlieBlich haben wir in den Kernen der Stadien 3 bis 9 noch den 
Gesamt-Stickstoff und -Phosphor bestimmt. Das folgende Kurvenbild 
gibt die Ergebnisse wieder. Der Stickstoff nimmt vom 3. bis zum 5. Sta- 
dium etwas ab, wahrend der Phosphor gleich bleibt. Vom 5. bis zum 
6. Stadium steigen beide sprunghaft an, nehmen vom 7. Stadium an 














9 
7 j é 5 6 7 8 Cid 


Stadien —=— 





" Stickstoff und Phosphor in den Testeskernen. 


weiter zu, aber in einer flacheren Kurve. Relativ steigt der Phosphor 
etwas hoher an als der Stickstoff, so dali der N/P-Quotient stindig ab- 
nimmt, von 5,0 im 3. Stadium auf 4,5 im 9. Stadium. Der steile Anstieg 
fallt zeitlich mit dem ersten Auftreten des Nucleoprotamins zusammen. 
Somit spricht auch der Verlauf dieser Kurven fiir die plétzliche Ent- 
stehung des Nucleoprotamins. 

Ando und Hashimoto’ haben iiber dasselbe Problem an Regen- 
bogenforellen gearbeitet und ihre Ergebnisse auf dem Enzymsympo- 
sion 1957 in Tokio vorgetragen. Sie haben in den Kernen der Testes 
sowie dem salzarmen Extrakt aus ihnen itiber ein Jahr hin die Amino- 
sduren papierchromatographisch bestimmt und aus der Intensitit 
der Flecken geschlossen, daB das Protamin Iridin mit der Reifung 
der Spermatozoen stetig zunimmt und die Aminosiuren, die nicht zu 
ihm geh6ren, nach und nach aus den Kernen verschwinden. Ein Sprung 
ist in dieser Umwandlung nicht deutlich zu erkennen, vielleicht, weil die 
Testes nach der Zeit geordnet und analysiert worden sind. Immerhin 
steigt in den quantitativen Bestimmungen der Arginingehalt der Kerne 
von 12,0% im 1. auf 25,6°/, im vier Wochen spiter liegenden 2. Stadium 
an. Auch in ihren Versuchen sinkt der N/P-Quotient im Verlauf der 
Spermiogenese ab. 


5 T. Andou. Ch. Hashimoto, Internat. Symposium Enzyme Chem., Tokyo 
1957. 
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Zum SchluB sei noch kurz auf das gleichzeitige Vorkommen von 
Nucleohiston und Nucleoprotamin und die Bedeutung hingewiesen, die 
diesem Befund zukommen kénnte. 

Nach unserer gegenwartigen Ansicht ist das Histon das genetische 
EiweiB der somatischen Zellkerne; denn es ist nicht nur ia den Kernen 
der Thymuslymphocyten und der Erythrocyten der Végel und Fische 
nachgewiesen worden, sondern auch in denen der Leberzellen der Siuge- 
tiere. Da in den Kernen der unreifen Zellen der Forellentestes nur Histon 
vorkommt, kénnen die friihen Vorstufen der Spermatozoen noch den 
somatischen Zellen gleichgesetzt werden. Es kann sein, daB diese Histone 
bei der Reifung durch einen proteolytischen ProzeB in Protamine um- 
gewandelt werden. Wir konnten allerdings in den isolierten Kernen keine 
Proteasen nachweisen. Dagegen spricht auch der sprunghafte Anstieg 
der Stickstoffwerte in den Kernen zwischen den Stadien 5 und 6. Es wire 
aber noch daran zu denken, da die Protamine an einer anderen Stelle 
in den Spermatozoen gebildet und dann in den Kernen die Histone gegen 
sie ausgetauscht werden. 

Nach Ansicht der Zoologen soll der Kern der Eizelle wie der Sper- 
mienkern aufgebaut sein. Er wiirde somit auch Nucleoprotamin ent- 
halten. Im Lauf der ersten Entwicklungsstadien miiBte dann das Nucleo- 
protamin wieder durch Nucleohiston ersetzt oder in dieses umgewandelt 
werden. Vielleicht tritt dies in dem Stadium ein, in dem die Differenzie- 
tung beginnt und die biologische Potenz der Kerne bereits eingeengt 
ist. Besonders eindrucksvoll wird diese Umwandlung durch die Versuche 
von H. Briggs demonstriert. Nur Kerne aus der Blastula eines Frosches 
kénnen ein enucleiertes Ei derselben Froschart noch zu normaler Ent- 
wicklung anregen®. Die Kerne aus den spiteren Stadien kénnen das nicht 
mehr. 


Beschreibung der Versuche 


Auf einem Forellengut in der Nahe von Frankfurt am Main wurden drei 
Monate lang die Testes von kanadischen Bachsaiblingen gesammelt. Zu Beginn 
bestanden die unentwickelten Milchner aus kleinen, diinnen Stringen von 0,] cm 
Durchmesser, im Endstadium aber aus prallen, mit Spermatozoen reichlich gefill- 
ten Schliuchen von 1,5 cm Durchmesser. Sie wurden in tiefgefrorenem Zustand 
aufbewahrt und erst am Schlu8 nach dem Reifezustand in 9 Gruppen eingeteilt. 
Von jeder der neun Gruppen wurden die aufgetauten, feuchten Milchner in kleine 
Stiicke geschnitten, mit etwa 300 ccm Aceton iibergossen und im Starmix zwei Min. 
homogenisiert. Das zermahlene Bindegewebe setzte sich sehr rasch ab, das iiber- 
stehende Aceton erschien schwach getriibt und wurde abgegossen. Der Riickstand 
wurde mit frischem Aceton weiter homogenisiert, nach kurzem Absitzen der Uber- 
stand wiederum abgegossen. Dieser Vorgang wurde etwa zwélfmal wiederholt. Bei 
der 5. bis 6. Aufschlammung erschienen die Acetonsuspensionen am triibsten. Zu- 
nichst wurden die abgegossenen Uberstande getrennt zentrifugiert und die je- 
weiligen Sedimente im Phasenkontrastmikroskop untersucht. Da sie zum iiber- 
wiegenden Teil nur Zellkerne enthielten, haben wir alle weiteren Suspensionen 
gesammelt und gemeinsam aufgearbeitet, durch Gaze filtriert, um noch grébere 
Gewebsstiickchen zu entfernen, und zentrifugiert. Die Bodensitze wurden sofort 


6° H. Briggs, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 21, 271 [1956]. 














62 K. Felix, A. Goppold-Krekels u. H. Lehmann, Bd. 312 (1958) 


auf Filterpapier getrocknet. Auf diese Weise lieferten simtliche Gruppen ein 
lockeres, leicht braunliches Pulver. Wir haben die gewonnenen Zellkerne nicht 
weiter gereinigt, um bei dem knappen Material gréBere Verluste zu vermeiden, 
Dieses Trockenpulver diente als Ausgangsmaterial fiir alle weiteren Versuche. 


Nachweis des Nucleoprotamins 
10 mg jeder Gruppe wurden mit je 10 ccm 10-proz. NaCl-Lésung versetzt 
und gut umgeschiittelt. Nach 5 Stdn. wurde zentrifugiert und die jeweiligen Uber- 
stinde in destilliertes Wasser eingegossen. In den Gruppen 6—9 wurden lange 
Faden von Nucleoprotamin erhalten. 


Nachweis der basischen Proteine und ihre Trennung 


10 mg jeder Gruppe wurden mit 10 ccm 0,2-proz. HCl extrahiert und die 
Extrakte mit Aceton gefallt. In simtlichen Gruppen wurde ein farbloser, flockiger 
Niederschlag erhalten. Er léste sich in Wasser und lieB sich mit Ammoniak wieder 
ausfallen, ein Befund, der auf Histon hindeutet. In den Stufen 6—9 war also ein 
Gemisch von Protamin und Histon zu erwarten. Probechromatogramme samt- 
licher Gruppen zeigten gleiche qualitative Aminosiurezusammensetzung. 

Es wurde versucht, das Gemisch der mit Saure extrahierten EiweiBstcffe 
der Gruppen 6—9 aufzuteilen: : 

a) durch Papierelektrophorese: Testgemische von 1-proz. Clupein-hydro- 
chlorid und 1-proz. Thymushiston im Verhiltnis 1 : 3 lassen sich auf einem Papier- 
streifen (Schleicher & Schill 2043a) in einem Glykokoll/NaOH-Puffer, px 11, bei 
220 Volt mit einer Laufzeit von 2'/, Stdn. einwandfrei voneinander trennen*. 
Dieses Verfahren bewahrte sich aber nicht bei unseren Extrakten. 

b) durch Papierchromatographie: Protamin la8t sich auf Schleicher & 
Schiill-Papier 2043 a in drei Flecke aufteilen, deren Rp-Werte in der oberen Papier- 
halfte liegen (Lésungsmittel: 18 ccm 86-proz. Alkohol, 6 eem 20-proz. Trichlor- 
essigsaure, 1 ccm sek. Butanol). Es war anzunehmen, da8 Histon wegen seines 
gréBeren Molekulargewichtes nicht so weit mitwandert. Der Hauptteil blieb zwar 
am Startpunkt sitzen, aber ein Rest wanderte als Schwanz mit dem Protamin und 
verhinderte so eine eindeutige Trennung. 

ce) durch Dialyse: Wir dialysierten das Gemisch in einer Cellophanhiilse 
gegen dest. Wasser, in der Erwartung, da das Protamin viel schneller in die 
AuBenfliissigkeit diffundiert als das Histon und so von ihm getrennt werden kann. 
Nach dem Papierchromatogramm war das nicht der Fall. 


_Fraktionierte Extraktion von Nucleoprotamin und Nucleohiston 


50 mg der Stufe 9 wurden mit 50 ccm 10-proz. NaCl-Lésung versetzt und, wie 
oben beschrieben, das Nucleoprotamin gewonnen. Der stark gequollene Riickstand 
wurde in Portionen von je 50 ccm dest. Wasser gewaschen, bis er wieder pulvrig 
zusammenfiel. Das letzte Waschwasser war nicht mehr klar, sondern leicht opales- 
zent, Aus ihm fiel bei Zugabe einiger Tropfen 20-proz. Trichloressigsaure ein dicker, 
flockiger Niederschlag aus. Papierchromatographisch lieB sich zeigen, daB er aus 
einem Nucleinsaiureanteil und einem EiweiSanteil, der dem Histon entsprach, 
bestand. Daraufhin wurde umgekehrt zuerst das Nucleohiston mit dest. Wasser, 
anschlieBend Nucleoprotamin mit 10-proz. NaCl-Lésung extrahiert. Es wurden die 
gleichen Produkte, wie oben beschrieben, erhalten. 

Mit diesem letzten Verfahren wurde in allen Gruppen Nucleohiston und in 
den Gruppen 6—9 daneben Nucleoprotamin isoliert und identifiziert. 


Darstellung und Analyse von Nucleohiston 
Je 500 mg des getrockneten Kernpulvers dieser Stadien wurden in 30 ccm 
dest. Wasser homogenisiert und im Kihlraum 24 Stdn. stehen gelassen. AnschlieBend 
wurde abzentrifugiert und aus dem Uberstand das Nucleohiston mit etwa 15 ccm 








* Persénliche Mitteilung von Dr. H. Fischer. 
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10-proz. Essigséure (nun nicht mehr Trichloressigsaure) gefallt. Der Nucleohiston- 
Niederschlag war in Wasser nicht mehr léslich. Er wurde mit Alkohol und Ather 
getrocknet. Das so gewonnene Nucleohiston stellte ein schwach gelbes Pulver dar. 

Der Riickstand nach dem ersten Ausziehen mit Wasser wurde abermals mit 
30 com Wasser homogenisiert und zentrifugiert. Auf die Zugabe von 10-proz. 
Essigsiure fiel nur noch wenig Nucleohiston aus. Nach dem dritten Homogeni- 
sieren konnte aus dem wafr. Uberstand kein Nucleohiston mehr ausgefallt werden. 


Die waBr. Ausziige reagierten nicht mit Ninhydrin. 

Aus dem waBr. Auszug des Kerntrockenpulvers kann das Nucleohiston auch 
durch die 10—15fache Menge Alkohol ausgefallt werden, jedoch nur, wenn es in 
groBerer Konzentration vorliegt, d. h., wenn mit sehr wenig Wasser homogeni- 
siert wird. Hierbei entsteht ein Niederschlag, der in Wasser léslich und nach der 
Analyse gleich zusammengesetzt ist wie der mit Essigsaure gefiallte. 

Das Nucleohiston wurde zur Analyse 24 Stdn. bei 100° iiber P,O, getrocknet. 
Wegen Materialknappheit wurden Stadium 1 und 2 nicht quantitativ analysiert. 

Wie Tab. 1 zeigt, enthielt das Nucleohiston aller Stadien gleich viel Stick- 
stoff, im Mittel 16,7%, und gleich viel Phosphor, im Mittel 4,52%. 


Tab. 1. Analyse des Nucleohistons der Stadien 3—9. 























Stadium | 3 | 4 5 | 6 7 8 9 
on* — | 16,62] 16,61| 16,76| 16,68| 16,51| 16,77] 16,70 
16.77| 16,70] 16.81| 16.85] 18.66] 16.76| 16.75 
oy, p* 441| 4,35| 4,52| 4,55| 4,57] 4,53| 4,50 
4.57| 4.49| 4.60! 4.54] 4/54] 4359] 4.53 








* nach Kjeldahl. 
** nach Allen’; im Zei8kolorimeter Elko II mit Filter S 72. 


Das durchschnittliche Verhaltnis von Stickstoff zu Phosphor betrug fiir alle 
Stadien 3,70. 

Zur Charakterisierung des Nucleinsdureanteils hat Herr Dr. Zahn das Nucleo- 
histon aus den Stadien 5 und 8 mit Ameisensaure hydrolysiert und die Pyrimidin- 
und Purinbasen papierchromatographisch bestimmt®. Pro Stadium wurden 
60 Analysen mit jeweils 100 mg Nucleohiston ausgefiihrt. 

100 mg des Nucleohistons 5 enthielten 140 «Mol P und 101,8 Mol Basen. 
Fir Nucleohiston 8 betrugen die entsprechenden Werte 136,75 «Mol P und 101,98 
uMol Basen. 

Die prozentuale Verteilung der Basen sowie das Verhaltnis Mol Basen/Mol P 
und mg Basen-N/mg P ergibt sich aus Tab. 2: 


Tab. 2. Analyse des Nucleinsdureanteils des Nucleohistons. 














% % % % Mol Basen | mg Basen 
Stadium | Guanin | Adenin | Cytosin | Thymin Mol P mg P 
5 21,03 30,25 21,8 27,15 0,724 1,21 
8 20,5 28,73 22,15 28,25 0,745 1,26 




















Danach gehért die Nucleinsiure des Nucleohistons zum DNS-Typ. 


7 R.J. Allen, Biochem. J. 84, 858 [1940]. 
8G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
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Darstellung von Histon aus Nucleohiston 


100 mg Nucleohiston der einzelnen Reifestadien wurden mit kleinen Por. 
tionen (65—10 ccm) 0,2-proz. HCl und mit Quarzsand in einer Reibschale sehr gut 
verrieben. Im ganzen wurden nicht mehr als 50—60 ccm 0,2-proz. HCl verbraucht, 
AnschlieBend wurde filtriert und das leicht triibe Filtrat abzentrifugiert. Das 
Histonhydrochlorid fiel auf die Zugabe der 15—20fachen Menge Aceton aus. Es 
wurde dreimal aus Wasser mit Aceton umgefallt und anschlieBend gefriergetrocknet, 
Es entstand ein rein weiBes, voluminéses Pulver, das zur Analyse 24 Stdn. bei 100° 
iiber P,O,; im Vak. getrocknet wurde. 


Tab. 3. Stickstoffbestimmung im Histon der einzelnen Reifestadien. 





Stadium 3 4 5 | 6 8 9 

















%N | 17,91] 17,89] 17,93} 18,01] 17,90] 18,05] 17,81 
18,20| 17,96] 18,15] 18,12| 17,98] 18,22] 17,97 


Die Histonhydrochloride aller Stadien enthielten wieder gleich viel Stickstoff. 
Der Mittelwert betrug 18,01%. : 


Aminoséurenzusammensetzung 


Zur qualitativen Ermittlung seiner Aminosiuren wurden etwa je 10 mg 
Histonhydrochlorid mit 6-n.HCl 36 Stdn. bei 110° hydrolysiert. Danach wurde auf 
dem Wasserbad mehrmals mit Wasser eingedampft. Die Aminosdéuren wurden auf 
einem zweidimensjonalen Papierchromatogramm mit den Lésungsmitteln Butanol/ 
Eisessig/Wasser 4:1:5 in der einen Richtung und Phenolum liqu. in NH,-Atmo- 
sphare in der anderen Richtung voneinander getrennt. Fiir jede einzelne Amino- 
saure lief zum Nachweis die entsprechende reine Aminosaure paralle] mit. Folgende 
Aminosaéuren wurden identifiziert : Glykokoll, Alanin, Serin, Cystin, Valin, Threonin, 
Glutaminsaure, Asparaginsaure, Prolin, Tyrosin. 

Um Leucin, Isoleucin und Phenylalanin gut zu trennen, wurden absteigende 
Durchlaufchromatogramme mit Benzylalkohol als Lisungsmittel angefertigt ®. Wir 
verwancten 45 cm lange (von der Startlinie an gerechnet) Papierfahnen von Schlei- 
cher & Schiill 2043b. Da Benzylalkohol sehr langsam wandert, dauerte die Tren- 
nung 5—7 Tage bei 20°. Die Ry-Werte der fraglichen Aminosduren sind hierbei: 
Isoleucin 0,18; Leucin 0,21; Phenylalanin 0,36. Die auBerdem im Histon vor- 
kommenden Aminosauren haben folgende Ry-Werte: Valin 0,11, Tyrosin 0,14 und 
alle anderen 0,04 und darunter. Isoleucin, Leucin und Phenylalanin konnten so in 
allen Reifestadien sehr gut getrennt und nachgewiesen werden. 

Zum qualitativen Nachweis und zur annihernden quantitativen Bestimmung 
der drei Hexonbasen Arginin, Lysin und Histidin bewahrte sich das 1-proz. Car- 
boxylpapier’® hervorragend, das die Zellstoff{-Fabrik Waldhof uns freundlicherweise 
zur Verfiigung gestellt hatte. Das Papier wurde in Fahnen von 50 cm Lange ge- 
schnitten, unten ausgezackt, mit m/100-Natriumoxalat-Lésung zur Entfernung 
von Schwermetallionen 24 Stdn. gewaschen und anschlieBend gut mit dest. Wasser 
ausgewaschen. Auf die derart behandelten Papiere wurden in Abstinden von je 
3 cm Testgemische der Hexonbasen und genau abgemessene Mengen hydrolysiertes 
Histon aufgetragen. Als Lésungsmittel diente eine m/20-sek. Natriumphosphat- 
lésung mit einem pH-Wert von 8,3. Die Basen wurden durch die Carboxylgruppen 
zuriickgehalten, wahrend die neutralen und sauren Aminosaéuren weit voraus 
wanderten. Neben dem Histonhydrolysat lief auf dem gleichen Streifen ein be- 
kanntes Testgemisch der Hexonbasen. Aus dem Vergleich der Farbintensitat der 
mit Ninhydrin gleichmaBig gefairbten Flecke ergaben sich annihernde Werte fiir 


® E. Work, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 8, 400 [1949]. 
10 Th. Wieland u. A. Berg, Angew. Chem. 64, 418 [1952]. 
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den Gehalt an Arginin, Lysin und Histidin. Die Resultate wurden dadurch praziser 

estaltet, daB die Chromatogramme mit Testgemischen wiederholt wurden, die den 
Verhaltnissen in Histonhydrolysat enger angepaBt waren. Dabei bestatigten sich 
die gefundenen Werte. 


Tab. 4. Bestimmung der basischen Aminoséuren im Histon. 





Stadium 4 Stadium 7 


% N vom % N vom 
Gesamt-N Gesamt-N 





Arginin fT 22,8 
Lysin 9,¢ 9 10,5 
Histidin 3 3,3 








Der Tryptophannachweis!' verlief im Histonhydrochlorid negativ. 


In den Histonhydrolysaten, wie auch in den Hydrolysaten des Nucleohistons 
der einzelnen Stadien, war die Aminoséurenzusammensetzung iiberall gleich. 


Eine verdiinnte Lésung Histon-HCl in Wasser ergab mit einigen Tropfen 
Ammoniak eine weiBe Fallung, die sich im Uberschu8 von NH, zum Teil wieder 
loste. 

Das Kerntrockenpulver der einzelnen Stadien wurde nach der Extraktion des 
Nucleohistons mit dest. Wasser nacheinander mit NaCl-Lésungen steigender Kon- 
zentrationen (0,1; 0,2; 0,5; 1; 3; 5; 10-proz. NaCl) homogenisiert und 24 Stdn. 
im Kihlraum stehen gelassen. So lange die NaCl-Konzentration unter 5% blieb, 
ging bei Priifung mit 20-proz. Trichloressigsiure nichts in Lésung. Aus Testver- 
suchen ergab sich, daB Nucleoprotamin mit 5-proz. NaCl bereits teilweise extrahiert 
wird, aber in so geringer Menge, daB mit dest. Wasser nichts gefallt werden kann. 


Darstellung von Nucleoprotamin 


Nach der Extraktion des Nucleohistons wurde der Riickstand des Kern- 
materials der einzelnen Stadien mit 250 ccm 10-proz. NaCl-Lésung homogenisiert 
und 48 Stdn. im Kihlraum stehen gelassen. Bei den Stadien 6 bis 9 ging der Riick- 
stand in eine gallertige Masse iiber, waihrend die friiheren Stadien kérnig blieben. 
Nach dem Abzentrifugieren fiel beim langsamen EingieBen des Uberstandes in die 
10fache Menge dest. Wassers bei den Stadien 6 bis 9 langfaseriges Nucleoprotamin 
aus. Die Extrakte der friiheren Stadien enthielten kein Nucleoprotamin. Das Nucleo- 
protamin wurde nochmals in 10-proz. NaCl-Lésung homogenisiert, abzentrifugiert 
und ausgefallt. AnschlieBend wurde es durch Zugabe von Alkohol und Ather ge- 
trocknet. Die Trocknung zur Analyse erfolgte 24 Stdn. bei 110° iiber P,O,. 

Wie Tab. 5 zeigt, unterschieden sich Stickstoffgehalt (im Mittel 19,70%) und 
Phosphorgehalt (im Mittel 5,63%) des Nucleoprotamins in den Stadien 6—9 nicht 
voneinander. Das Verhiltnis N/P betrug 3,5. 


Tab. 5. Analyse des Nucleoprotamins der Stadien 6—9. 





Stadium 6 ‘f 8 9 





19,9 19,29 19,55 19,77 
19,71 19,60 19,65 19,93 


ye pas 5,6 5,52 5,55 5,60 
, 5,79 5,62 5,68 5,67 


* nach Kjeldahl ** nach Allen’. 


10, Firth u. Z. Dische, Biochem. Z. 146, 275 [1924]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 312 
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Aus dem Nucleoprotamin der Stadien 6—9 wurde durch mehrmalige Extrak- 
tion mit 0,2-proz. HCl und anschlieBendes Ausfillen mit Aceton das Protamin- 
hydrochlorid gewonnen. Zur Analyse wurde es 24 Stdn. bei 100° iiber P.O; ge- 
trocknet. Der Stickstoffgehalt der Stadien 6—9 im Protaminhydrochlorid war eben. jn 
falls gleich und betrug im Mittel 24,2% (Tab. 6). : 


A See SED 














vAT 
Tab. 6. Stickstoffbestimmung im Protaminhydrochlorid ; ist 
nach Kjeldahl. 
Stadium 6 7 | 8 | 9 MN 
ON 24,0 24,22 24,29 24,20 fst 
24,25 24,15 24,08 24,44 ha 
Aminosaurenzusammensetzung 
Zum Nachweis der Aminosiuren des Protaminhydrochlorids wurde das —~ gp 
Hydrolysat, das mit 6-n. HCl in 36 Stdn. bei 110° erhalten worden war, zwei- ne 


dimensional mit n-Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:5 und Phenol papierchromato- 
graphiert. Durch Vergleich mit den entsprechenden reinen Aminosdéuren wurden 
folgende Aminosauren ermittelt: Glykokoll, Alanin, Serin, Valin, Glutaminsaure, Ww 
Asparaginsaure, Prolin, Arginin, Isoleucin. 


Die Hydrolyse des Nucleoprotamins lieferte das gleiche Aminosiuremuster. 


” Priifung auf proteolytische Fermente 


Zur Priifung auf Proteinasen im Kerntrockenpulver, die einen Abbau des 
Histons bewirken kénnen, diente die Haimoglobinmethode, wie sie von Anson!” 
beschrieben worden ist. Untersucht wurden das Kerntrockenpulver der Stadien 5 
und 7 und der trockene Riickstand der Milchner, aus denen das Kernpulver isoliert 
worden war. 


Priifung auf Pepsin: 4 ccm 2,5-proz. Himoglobinlésung wurden mit 1 ccm 
0,3-n. HCl auf py 1,6 gebracht, 50 mg Kernpulver oder Riickstand in 2—3 ccm 
dest. Wasser aufgeschlimmt und beides im Thermostaten auf 25° gebracht. Zu 
5 cem der sauren Hamoglobinlésung wurde 1 ccm der Aufschlammung gegeben, 
gut durchgeschiittelt, und, nachdem die Mischung 10 Min. lang bei 25° gestanden 
hatte, 10 ccm 0,3-n. Trichloressigsiure zugefiigt, wieder kraftig geschiittelt und 
abfiltriert. Zu 5 ccm Filtrat wurden 10 ccm 0,5-n. Natronlauge und 3 ccm Phenol- 
reagens gegeben und die sich bildende schwache Violettfarbung mit dem Blindwert 
verglichen, bei dem an Stelle von Aufschlammungen dest. Wasser zugefiigt worden 
war. Beide Farbténungen waren gleich. Aktives Pepsin war also im Kerntrocken- 
pulver und im Riickstand nicht vorhanden. 


Priifung auf Trypsin: Diese Priifung erfolgte mit Hamoglobinlésung, die 
auf pq 7,5 gebracht worden war. Sie ging genau so vor sich wie die Priifung auf 
Pepsin, mit dem einzigen Unterschied, da8 die Mischung nach der Zugabe von Auf- 
schlammung vor dem Filtrieren 30 Min. bei 25° stehen blieb. Auch hier war kein 
aktives Trypsin nachzuweisen. 


Priifung auf Kathepsin: Hierfiir wurde die Hamoglobinlésung mit Essig- 
siure auf pq 3,5 eingestellt. Das Priifungsverfahren war das gleiche wie beim 
Pepsin, nur mit dem Unterschied, das es bei 37° angestellt wurde. Cathepsin war 
ebenfalls im Trockenpulver wie im Riickstand nicht nachzuweisen. 


12M. L. Anson, J. gen. Physiol. 22, 79 [1939]. 
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Zusammenfassung 
































min- : ' , 
; ge- Die Analyse verschiedener Reifestadien der Testes von Bachsaib- 
ben- lingen ergab, daB das Nucleoprotamin etwa 40 Tage vor der Laichzeit 


zum ersten Male auftritt und schon zu dieser Zeit so zusammengesetzt 
ist wie in den reifen Spermatozoen. 

Neben dem Nucleoprotamin kommt in saémtlichen Stadien ein 
Nucleohiston vor. 

Zu der Zeit, da das Nucleoprotamin zum ersten Mal erscheint, 
steigen Stickstoff- und Phosphorgehalt der Spermatidenkerne sprung- 
haft an. 


Summary 


The analysis of several stages of maturity of testes of river trout 
dlas showed that nucleoprotamine appears for the first time about 40 days 
ih before spawning and that it is composed just as in mature spermatozoa. 
‘den Along with nucleoprotamine one finds nucleohistone in all stages. 
— When nucleoprotamine appears at first, the content of nitrogen and 
; phosphorus in the spermatide nuclei rises very steeply. 
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Zur Frage der Identitat der pflanzlichen Urease 


mit der Magenurease, III? 
Uber das Wesen des Inaktivators der Magenurease 
im Blutserum 
Von 
Todor Nikoloff 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Medizinischen Fakultaét Sofia, Bulgarien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Miirz 1958) 


In einer friiheren Arbeit! wiesen wir nach, daB Blutserum von 
Katzen und Menschen die Aktivitat der Magenurease der Katze hemmt, 
ohne die Wirksamkeit der Soja-Urease zu beeinflussen. In der vorlie- 
genden Arbeit wurde dieser Inhibitor naher untersucht. 


Methodik 


Untersucht wurde der hemmende Einflu8 von Katzen-Blutserum, dialysier- 
tem Katzenserum und von EiweiBfraktionen (Albuminen und Globulinen), die aus 
Katzenserum gewonnen wurden, auf die Aktivitat der Magenurease. 

Das Serum wird durch eine Kollodiummembran (durch Zusatz von Essig- 
siure zum Kollodium bis zu 15 u Porenumfang verdichtet) 30—36 Stdn. dialysiert. 
Beim Dialysieren setzt sich ein Niederschlag von Serumglobulinen ab, der sich 
durch Zusatz von 10-proz. NaCl-Lésung bis etwa 1% Endkonzentration auflést. 

Die Serumglobuline und -albumine werden durch Aussalzen des Serums mit 
Ammoniumsulfat gewonnen. Die Serumglobuline lésen sich in 0,9-proz. NaCl- 
Lésung auf, die Serumalbumine in dest. Wasser. Die Lésungen von Serumglobulinen 
und -albuminen werden 30—36 Stdn. dialysiert. In den Dialysaten sind keine 
NH,°-Ionen nachzuweisen. Die bei der Dialyse ausfallenden Globuline lésen sich 
durch Zusatz von 10-proz. NaCl-Lisung bis zu 1% Endkonzentration. 

Der Globulingehalt aller beziiglich ihrer Hemmwirkung verglichenen, von 
einer Serumprobe erhaltenen Lésungen wird durch Verdiinnen gleich gemacht. 

Im puH-Bereich von 4,0—8,0 wird die Hemmwirkung auf die Urease in einem 
Homogenat aus Katzenmagenschleimhaut und in einem Urease-Praparat aus 
Katzenmagen, das nach Fossel? hergestellt wurde, untersucht. Die Herstellung 
der Homogenate und des Praparates sowie die Bestimmung der Urease-Aktivitat 
wurde frither ausfiihrlich beschrieben. 

Die Priifungsmethode der Hemmwirkung mit den entsprechenden Kontroll- 
versucen ist in den vora:isge1enden Mitteilungen'*® angegeben. 

Der EiweiBgehalt wurde, soweit erforderlici, nici dem Biuret-Verfahren 4 
bestimmt. 


1 TI. Mitteil.: T. Nikoloff, diese Z. 309, 180 [1957]. 
2 M. Fossel, diese Z. 282, 164 [1947]. 
3’ T. Nikoloff, diese Z. 307, 226 [1957]. 
4G. R. Kingsley, J. biol. Chemistry 133, 731 [1940]. 
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Ergebnisse 


In der ersten Versuchsgruppe wird der hemmende Einflu8 von 
Blutserum mit dem des Dialysats von demselben Serum auf die 
Magenurease (im Homogenat aus Magenschleimhaut) verglichen 
(s. Abb. 1). Alle auf diese Weise angestellten Versuche zeigen, daB die 
inaktivierende Wirkung des Blutserums nach Dialyse erhalten bleibt. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. EinfluB von Katzenserum und Dialysat desselben Serums auf die Aktivi- 

tit der Magenurease der Katze bei verschiedenem pq. I. Aktivitat von Homo- 

genat. II. Aktivitét von Homogenat mit Serum. III. Aktivitét von Homogenat 
mit dialysiertem Serum. 0,05-m. Carbamid. Einwirkung 30 Min. 


Abb. 2. EinfluB von Katzenserum, Albuminen und Globulinen, die von demselben 
Serum erhalten wurden, auf die Aktivitét der Magenurease der Katze bei ver- 
schiedenen pq-Werten. I. Aktivitat des Homogenats. II. Aktivitaét von Homo- 
genat mit Albuminen. III. Aktivitaét von Homogenat mit Globulinen. IV. Akti- 
vitat von Homogenat. mit Serum. 0,05-m. Carbamid. Einwirkung 30 Min. 
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In einer anderen Versuchsgruppe wird der hemmende Einflu8 des 
Serums mit dem von Albuminen und Globulinen verglichen, die 
von demselben Serum erhalten worden sind. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche, wovon einer in Abb. 2 angegeben ist, zeigen, daB die Albumin- 
fraktion des Serums keinen meSbaren Einflu8 auf die Aktivitat der 
Magenurease ausiibt, waihrend die Globulinfraktion in gleichem Ma8 
hemmend wirkt wie das ganze Serum. 

Bei einer dritten Versuchsgruppe verfolgten wir den Kinflu8 von 
Serumglobinen auf die Aktivitét eines Praparates aus Magenurease. 
Diese Versuche zeigen, daB die Serumglobuline die Aktivitat der Magen- 
urease auch bei verhaltnismaBig gereinigten Praparaten hemmen. 

Endlich verfolgten wir die Abhangigkeit der Hemmwirkung von der 
Konzentration der Serumglobuline. Wie Abb. 3 zeigt, nimmt die Hemm- 
wirkung mit gréBeren Mengen zugesetzten Inaktivators immer weniger 
zu. Véllige Hemmung der Ureaseaktivitat ware auch bei hoher Konzen- 
tration des Inhibitors nicht zu erreichen. 
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Erganzende Versuche bewiesen, dai die Serumglobuline ebenso wie 
das gesamte Serum! keine Hemmwirkung auf die Aktivitat der Soja- 
Urease ausiiben. 
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Abb. 3. EinfluB verschiedener Konzentrationen von Serumglobulinen auf die 
Aktivitat der Magenurease bei py 6. 0,05-m. Carbamid. Einwirkung 15 Min. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Versuche zeigen, daB der Hemmstoff der Magenurease im 
Serum von Katzen nicht dialysierbar und mit der Globulinfraktion des 
Serums verbunden ist. Es handelt sich anscheinend um ein zu den 
Serumglobulinen gehérendes Protein. 

Im normalen Serum sind Eiweifstoffe als Inaktivatoren von Fer- 
menten bekannt. Manche von ihnen befinden sich in der Albumin- 
fraktion *-7°, andere gehéren zur Globulinfraktion des Serums und 
werden als echte Antikérper’-® betrachtet. Sie zeichnen sich durch 
erhebliche Spezifitat aus und sind gewohnlich weniger stabil. 


Die Versuche vorliegender Arbeit lassen, ohne ausreichende Be- 
weise zu geben, den Immuncharakter des von uns beschriebenen Urease- 
Inaktivators vermuten. Erwahnung verdient seine Spezifitaét in bezug 
auf die Magenurease. Von Interesse ist die Tatsache!, da8 die Hemm- 
wirkung des Serums bei Individuen einer Art innerhalb sehr weiter 
Grenzen bis zu ganzlichem Fehlen variiert. 

Kine ahnliche Abhangigkeit der inaktivierenden Wirkung von der 
Konzentration des Inaktivators (Abb. 3) ist auch bei anderen Ferment- 
Inaktivatoren®®1!° beschrieben worden. Ein solcher Verlauf des Ab- 
hangigkeitsverhaltnisses kénnte fiir cine Reversibilitat der Reaktion 
Ferment—Inhibitor sprechen. Viele Immunreaktionen weisen wie diese 


5 A. Beloff, Biochem. J. 40, 108 [1946]; D. Glick u. D. H. Moore, Arch. 
Biochemistry. 19, 173 [1948]. 

6 E.S. Duthie u. L. Lorenz, Biochem. J. 44, 167 [1949]. 

? D. H. Moore u. T. N. Harris, J. biol. Chemistry 179, 377 [1949]. 

8 KE. 8. Duthie u. L. Lorenz, Biochem. J. 44, 173 [1949]. 

® L. Smith u. C. H. Lindsley, J. Bacteriol. 38, 221 [1939]. 

10 R. M. Herriott, J. gen. Physiol. 24, 325 [1941]; M. Kunitz, J. gen. 
Physiol. 30, 311 [1947]; R. G. Hussey u. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 5, 
335 [1922—23]. 
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eine der Gleichung der Adsorptionsisotherme analoge Kurve fir die 
Antikérperkonzentration auf® 1}. 
c Die Auffassung, daB der Magenurease-Inaktivator Immuncharakter 
- besitzt, stimmt mit der Ansicht von Kornberg u. a.!* tiber den bak- 
teriellen Ursprung der Magenurease gut tiberein. Méglicherweise bildet 
sich der beschriebene Stoff als Antikérper unter der Einwirkung von 
in den Organismus eingedrungenen ureolytischen Mikroorganismen. 
Moll® hat bereits im Jahre 1902 beobachtet, daB das Serum des Ka- 
ninchenbluts die Aktivitaét der Urease von Micrococcus ureae hemmt. 
Bekanntlich'* kommt im Organismus auf dem Wege der kiinstlichen 
Immunitat leicht eine ,,Antiurease“‘ zustande. Doch sind die Ansichten 
Kornbergs noch strittig. Es ist méglich, daB der beschriebene In- 
_ aktivator eine gewisse physiologische, z. B. eine Schutzfunktion auch 
' die —beziiglich der dem Organismus eigenen Magenurease hat. Es fehlt noch 
in, ' an Beobachtungen, die zeigen kénnen, ob eine Beziehung zwischen der 
_ Hemmwirkung des Serums und der Aktivitét der Magenurease besteht. 
Zur Klaérung dieser Fragen ist es erforderlich, die Wirkung des Serums 
auf die Urease von Mikroorganismen zu verfolgen und tiberhaupt die 


0 Wie 
Soja- 


Rai eo ahaa oneaemlllel 


Py bakterielle und die Magen-Urease miteinander zu vergleichen. 
den 
Zusammenfassung 

Fer. Die beschriebene Hemmwirkung des Serums auf die Aktivitat der 
sin, Magenurease riihrt von einem Stoff her, der nicht dialysierbar und mit 
and der Globulinfraktion verbunden ist. Es wird vermutet, daB der Magen- 
rch urease-Inaktivator im Serum den Charakter eines Antikorpers hat. 
“= Summary 
se- @ The inhibitory effect of serum on the activity of gastric urease, 
zug Which was described earlier, is due to a substance which is bound to 
ym- the globulin fraction and is non-dialyzable. It is thought that this 
iter gastric urease inhibitor in serum has the characteristics of an antibody. 
flor 11 R. Doerr, Die Immunitatsforschung, Bd.I. Antikérper, S. 167ff., 

_ Springer-Verlag, Wien 1947. 
nt- 2 H. L. Kornberg, R. E. Davies u. D. R. Wood, Biochem. J. 56, 355, 
\b- 363 [1954]. 
ion | 13 [,, Moll, Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 344 [1902], zitiert nach 1. c.1. 


4 J. S. Kirk u. J. B. Sumner, J. biol. Chemistry 94, 21 [1931]. 
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Vergleichende Untersuchungen zur Primarstruktur 
der Proteinkomponente einiger Hamoglobine 
Von 
G. Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1958 *) 


Zur Bestimmung der Zahl und Art der Peptidketten mit freier 
a«-NH,-Gruppe haben wir Human A-, Pferde-, Rinder- und Schafhamo- 
globin mit FDNB** nach Sanger! und Levy? umgesetzt (s. Abb. 1), 
das Ham anschlieBend abgespalten und das substituierte Protein einer 
partiellen Hydrolyse unterworfen. Gewahlt wurde eine 3—15 Tage 
dauernde Hydrolyse mit 12-n. HCl bei 37°, da unter diesen Bedingungen 
eine relativ uniforme Spaltung der Peptidketten stattfindet*. Die mit 
Wasser verdiinnten Hydrolysate wurden mit Essigester extrahiert, wie 
ublich gereinigt und zur Abtrennung restlicher Peptide tiber eine Ver- 
teilungsséule geschickt. Die so erhaltenen «-DNP-Peptide wurden an- 
schlieBend durch zweidimensionale Papierchromatographie aufgetrennt. 
Die bei verschiedenen Globinen erhaltenen Chromatogramme sind in den 
Abbildungen 2-4 wiedergegeben. 

Qualitativ wurden je Globin zwei Peptidtypen gefunden. Am Pferde- 
globin (Abb. 2) konnten neben DNP-Val DNP-Val-leu, DNP-Val-glu 
und DNP-Val-glu-leu nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit 
Carboxypeptidase geht DNP-Val-glu-leu in DNP-Val-glu tiber, hieraus 
folgt die Sequenz Val-glu-leu. Nach Spaltung des DNP-Pferdeglobins 
mit einem Enzympraparat aus Aspergillus oryzae konnte neben Val-leu 
DNP-Val-gluyy, nachgewiesen werden, das chromatographisch schneller 
als das bei saurer Hydrolyse gewonnene DNP-Val-glu-Dipeptid der- 


* Die exp2rimentellen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits 
am 22. Juli 1957 in Form einer Kurzmitteilung in der Redaktion niedergelegt; von 
ihrer Veréffentlichung wurde jedoch damals infolge einer geaénderten Interpre- 
tation Abstand genommen. 

** Abkiirzungen: FDNB = 1-Fluor-2.4-dinitrobenzol; DNP = 2.4-Dinitro- 
phenylderivat ; DNPOH = 2.4-Dinitrophenol ; im-DNP-Histidin = Imidazol-DNP- 
Histidin ; C-ase = Carboxypeptidase; auBerdem wurden die Symbole zur Amino- 
siurebezeichnung verwendet, (siehe H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch S. 9, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1956). Die Interpretation simtlicher Versuche erfolgte 
noch unter Zugrundelegung des Mol-Gew. von 68000. 

1 F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 

2-H. Fraenkel-Conrat, J. 1. Harris u. A. L. Levy, Methods of Biochem. 
Analysis ITI, 359,Interscience Publ., New York 1955. 

$F. Sanger, Advances Protein Chem. 7, 8. 1. 
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selben Bruttoformel wandert und nach totaler Hydrolyse DNP-Valin 
und Glutaminsaure liefert, woraus folgt, daB die Glutaminsaure als 
y-Amid vorliegt. 

Das Humanglobin (Abb. 3) ergab in verschiedenen Chromato- 
grammen DNP-Val und DNP-Val-leu. AuBerdem konnten DNP-Val- 
im-DNP-his und DNP-Val-im-DNP-his-leu aufgefunden werden; ihre 
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Abb. 1. Umsetzung des krist. und mit Harnstoff denaturierten Humanhamoglo- 

bins A mit FDNB nach A. L. Levy im Autotitrator nach Jacobson-Leonis. 

Vers.-Bed.: pu 9,0, 40°, 0,6 uMol Hamoglobin, Protein-Konzentration 2%. 

Kurve A: 3mal krist. Humanhamoglobin A, Kurve B: mit Harnstoff denaturiertes 
Humanglobin A. 


Bestimmung bereitete urspriinglich Schwierigkeiten. Zwar konnte in 
beiden DNP-Val nachgewiesen werden, in ersterem jedoch keine freie 
Aminosaure in der wiBrigen Phase. Nach Totalhydrolyse des anderen 
Peptides konnte neben DNP-Val nur Leucin aufgefunden werden. Durch 
Spaltung von DNP-Val-im-DNP-his-leu mit Hydrazin wurde Leucin als 
C-terminale Aminosaéure nachgewiesen. Nach Abspaltung des Leucins 
mit C-ase besaB das verkiirzte Peptid die gleiche Wanderungsgeschwin- 
digkeit wie DNP-Val-im-DNP-his. Hieraus ergibt sich die Sequenz Val- 
X-leu: Wurden die beiden Peptide kiirzere Zeit hydrolysiert (6-n. HCl, 
2—8 Stdn.) und mit verdiinnteren Sauren (0,1-n. HCl, 2—16 Stdn. oder 
1-n. HCl, 1—8 Stdn. bei 105°), so konnten ebenfalls keine klaren Ergeb- 
nisse erzielt werden. Erst durch Behandeln mit 12-n. HCl (1—8 Stdn., 
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105°) konnte X als tm-DNP-Histidin identifiziert werden. Dieses Ergeb. 
nis steht in gutem Einklang mit den UV-Spektren der beiden Peptide, © 
die bei 280 mu gegeniiber 350 my ein besonders hohes Maximum zeigen. 
Uber die besonders groBe Labilitat von DNP-Aminosauren in Peptiden 
wurde bereits vielfach berichtet. Wahrscheinlich beruht sie in unserem 
Falle auf der Substitution des Imidazolrings mit DNP: Schlechte Aus. 
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Abb. 2.—4 Zweidimensionale Chromatogramme der «-DNP-Peptide nach partieller 
saurer Hydrolyse (12-n. HCl, 37°, 7 Tage). I. Butanol/0,1% Ammoniak, II. 
: 1,5-m. Phosphatpuffer, px 6,0. 
Abb. 2. «-DNP-Peptide aus Pferdeglobin. V = DNP-Val, VL = DNP-Val-leu, ~ 
VG = DNP-Val-glu, VGL = DNP-Val-glu-leu, VGly = das synthet. Dipeptid 7 
DNP-Val-gly, DNPOH = Dinitrophenol. E 


Abb. 3. «-DNP-Peptide von Human-Hamoglobin-A. V = DNP-Val, VL = DNP- 4 


Val-leu, VH = DNP-Val-im-DNP-his, VHL = DNP-Val-im-DNP-his-leu, DNPOH © 
= Dinitrophenol. 

Abb. 4. «-DNP-Peptide aus Rinder- und Schafglobin. AnschlieBend an die Hydro- 

lyse mit 12-n. HCl wurde mit Perameisensiure oxydiert. MeO, = DNP-Met-sulfoxyd, 

V = DNP-Val, VL = DNP-Val-leu, MeO,-L = DNP-Met-sulfoxyd-leu, DNPOH 
= Dinitrophenol. 


beuten an im-DNP-Histidin bei DNP-Peptiden wurden bereits von © 
Anfinsen?* beschrieben. 

Rinder- und Schafglobin (Abb. 4) ergaben identische Chromato- 
gramme. Zur besseren Trennung der Peptide wurde das DNP-Gemisch 
mit Perameisensiure oxydiert. Die totale Hydrolyse ergab unter ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen den Fleck DNP-MetO, und Leucin als 
einzige freie Aminosdure, woraus die Sequenz Met-leu erschlossen wird. 


eg SB cele 


Zur quantitativen Bestimmung der optimalen Ausbeute an 
Peptiden wurden die DNP-Globine nach verschiedenen Zeiten, wie oben 
beschrieben, aufgearbeitet und die Ausbeuten durch Messung der Ab- 
sorption bei 350 my ermittelt (vgl. Abb. 5—8). 


4 R. R. Redfield u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 385 [1956]. 
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Die optimale Ausbeute an DNP-Val-leu wird bereits nach 5 Tagen 
erhalten. Sie betragt 1,8—1,9 Mol/Mol Globin und bleibt bei weiterer 
Hydrolysendauer konstant. Bei allen Globinen war die Abweichung sehr 
gering und betrug in Parallelversuchen nur einige Prozent. 

Die Val-X-leu-Sequenz wird im Pferde- und Humanglobin in Aus- 
beuten zwischen 1,6—1,8 Mol/Mol Globin erhalten. Die besten Aus- 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Die Ausbeuten an DNP-Val-leu aus Pferde-, Human-, Rinder- und Schaf- 
globin bei partieller saurer Hydrolyse. Versuchsbedingungen siehe Text. Abszisse: 
Hydrolysendauer in Tagen, Ordinate: Ausbeuten in Mol je Mol Globingg ogo. 


Abb. 6. Die Ausbeuten an DNP-Val-glu und DNP-Val-glu-leu aus Pferdeglobin 

bei partieller saurer Hydrolyse. Versuchsbedingungen siehe Text. Abszisse: 

Hydrolysendauer in Tagen, Ordinate: Ausbeuten in Mol je Mol Globingg ooo. 
A = Gesamtausbeute = B + C, B = DNP-Val-glu, C = DNP-Val-glu-leu. 


beuten werden nach 5 (bei Humanglobin) und 7 Tagen (bei Pferdeglobin) 
erzielt. Auch nach 11 Tagen Hydrolysendauer sind die entsprechenden 
Di- bzw. Tripeptide im Chromatogramm nachweisbar. 

Met-leu wird optimal nach 5 Tagen nachgewiesen. Auch hier betragt 
die Ausbeute zwischen 1,6 und 1,8 Mol/Mol Globin. 

Zur Sicherung dieser Ergebnisse wurden zahlreiche Kontrollversuche 
durchgefiihrt. Insbesondere ist wichtig, daB simtliche terminalen Amino- 
siuren quantitativ in Peptidform erfaBt werden. Wurden die «-DNP- 
Peptide mit Essigester entfernt, so wurden bei saémtlichen Globinen die 
verbleibenden Lésungen vereinigt, im Vak. eingeengt und einer Total- 
Hydrolyse (6-n.HCl, 16 Stdn.) unterworfen. Bei Hydrolysaten von 
5 Tagen aufwarts erhielten wir in keinem der Versuche noch nennens- 
werte Mengen an DNP-Valin, d.h. es wurden alle terminalen Aminosauren 
im Chromatogramm vorgefunden. Zur weiteren Sicherung wurden quan- 
titative Bestimmungen der Endgruppen durchgefiihrt. Der Korrektur- 
faktor wurde mit DNP-Valin (bzw. DNP-Methionin) und mit DNP- 
Globin bestimmt. Die Ergebnisse (Tab. 1) zeigen, daB die quantitativen 
Werte der partiellen Hydrolyse gesichert sind. Wie ersichtlich, stimmt 















die Zahl der Endgruppen befriedigend mit der Molzahl der isolierten | 


Peptide tiberein. Bemerkenswert ist, da8 in Parallelansitzen die Molzahl 
der Endgruppen bei Human- und Pferdeglobin innerhalb einer Fehler. 


grenze von 5% identisch gefunden wird und daB die Molzahl DNP-Valin | 


innerhalb derselben Fehlergrenze bei Rind- und Schafglobin um die 
Halfte geringer ist. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Die Ausbeuten an DNP-Val-im-DNP-his und DNP-Val-im-DNP-his-leu 

aus Humanhamoglobin bei partieller saurer Hydrolyse. Versuchsbedingungen siehe 

Text. A = Gesamtausbeute = B+ C0. B= DNP-Val-im-DNP-his. C = DNP- 

Val-im-DNP-his-leu. Abszisse: Hydrolysendauer in Tagen, Ordinate: Ausbeuten 
in Mol je Mol Globingg oo. 


Abb. 8. Die Ausbeuten von DNP-MetO,-leu (Kurve A) und DNP-MetO, (Kurve B) 
bei partieller saurer Hydrolyse; Versuchsbedingungen siehe Text. Koordinaten wie 
bei Abb. 7. 


Tab. 1. Die quantitative Bestimmung der Endgruppen am Pferde-, Human-A-, 
Rinder- und Schafglobin mit der DNP-Methode. Hydrolyse: 0,3—0,5 uMol Globin, 
5,7-n. HCl, 20 Stdn., 110°. Verlustfaktor: 1,38 fiir Hydrolyse und Chromatographie. 











Globin Endgruppe | Mc {Mol Globin 
Pferd Valin 3,8 3,65 3,62 
Human-A Valin 3,75 3,68 3,94 
Hammel Valin 1,87 1,94 1,85 
Methionin 1,84 1,76 1,89 
Schaf Valin 1,89 1,97 1,79 
Methionin 1,77 1,92 1,85 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung der Hamoglobine erfolgte nach Drabkin®. Zur Unter- 
suchung gelangten 3- bis 5mal umkristallisierte Praparate. 

Die Umsetzung mit FDNB wurde entweder nach Sanger? in alkoholi- 
scher Hydrogencarbonatlésung bei Zimmertemperatur oder im Autotitrator durch- 
gefiihrt. Es wurde das pq-Meter TTT I (Radiometer/Kopenhagen) mit dem auto- 


5 D. L. Drabkin, J. biol. Chemistry 164, 703 [1946]. 
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matischen Titriergerit nach O. Dich® verwendet. Die Lauge wurde mit einer 
Agla-Mikrometerspritze zugefiihrt, das Protein im allgemeinen in 0,1-n. KCl gelést 
(Proteinkonzentration 2—5%), die Lésung auf px 9,0 eintitriert und mit FDNB 
bei 40° unter kraftigem Riihren mit einem Magnetrihrer umgesetzt. Die Reaktion 
war meist nach 30 Min. vollendet; der Versuch wurde nach 90 Min. unterbrochen. 
Infolge der groBen Anzahl der Lysyl- und Histidylreste in den Globinen fiel meist 
ein Teil der DNP-Globine wahrend der Umsetzung aus. 

Zur Reinigung der DNP-Globine wurde die Reaktionslésung nach Zu- 
satz von Aceton zentrifugiert, der Niederschlag ein weiteres Mal mit Aceton, 3mal 
mit Wasser, 2mal erneut mit Aceton und schlieBlich mit Ather gewaschen und 
getrocknet. Das Him wurde nach Anson und Mirsky’ abgespalten. In einigen 
Untersuchungen wurde das Him vor der Umsetzung mit FDNB entfernt. 

Die Bestimmung des Proteingehalts in den so erhaltenen DNP-Globinen 
wurde nach dem Saéureamidverfahren! durchgefiihrt. Der Proteingehalt der Pra- 
parate lag zwischen 72 und 86%. 

Zur totalen Hydrolyse wurden die DNP-Globine (0,4—0,6 uMol) mit der 
hundertfachen Gewichtsmenge 5,7-n. HCl 20 Stdn. bei 110° im geschlossenen Rohr 
erhitzt. Das Hydrolysat wurde mit der 6fachen Menge Wasser verdiinnt und 5mal 
ausgedthert; die gesammelten Atherextrakte wurden 2mal mit wenig Wasser 
gewaschen und durch Fénen eingeengt. Die Totalhydrolyse der Peptide (0,15 
bis 0,5 uMol) erfolgte zumeist mit 5,7-n. HCi (105—110°, 8—20 Stdn.) im ge- 
schlossenen Rohr, auBerdem noch mit 12-n. HCl (2—20 Stdn.) und 1-n. HCl (105°, 
2—20 Stdn.). Nach Beendigung der Spaltung wurde das Hydrolysat 1:10 mit 
Wasser verdiinnt und 5mal mit Essigester ausgezogen; die Ausziige wurden ver- 
einigt, 2mal mit wenig Wasser gewaschen, die DNP-Peptide in Natriumhydrogen- 
carbonat iibergefiihrt (3 Extraktionen), die vereinigten Hydrogencarbonatextrakte 
wieder angesdiuert und mit Essigester ausgezogen. Auf diese Weise konnte ins- 
besondere bei kurzer Hydrolysendauer keine vollstindige Trennung der «-DNP- 
Peptide von e-DNP-Lysylpeptiden erzielt werden. Dies gelang jedoch chromato- 
graphisch: Der zweite Essigesterauszug wurde im Vak. eingeengt und auf eine 
Verteilungssiule gebracht®, die als Trager der stationiren Phase Kieselgur-Merck 
enthielt. Die organische Phase bestand aus einem Gemisch Ather/Petrolather 1:1, 
die polare Phase aus l-m. KH,PO,. Die 6—10 cm hohe Saule wurde nach 1. c.® 
gebaut. Die eingeengte Essigesterlésung der a-DNP-Peptide wurde mit dem 10- 
fachen Volumen Ather/Petrolather 1:1 versetzt und das Gemisch auf die Saule 
gebracht. Zur quantitativen Elution wurde mit 2—3 Saulenhdhen Ather entwickelt. 
Das Eluat enthielt nur «-DNP-Peptide, die restlichen Lysylpeptide waren in der 
Saule verblieben. Kontrollversuche ergaben, daB die DNP-Peptide quantitativ im 
Eluat wiedergefunden wurden. 


Die Auftrennung der DNP-Peptide erfolgte durch Papierchromato- 
graphie. Das zweidimensionale Chromatogramm wurde in der ersten Richtung 
mit Butanol/0,1% NH,?, in der zweiten Richtung mit 1,5-m. Phosphatpuffer, px 6,0, 
entwickelt. Auf diese Weise konnten die «-DNP-Derivate der Globine sehr gut 
voneinander getrennt werden (vgl. Abb. 2—4). 


Die Spaltung der DNP-Globine mit Pilzenzym wurde folgendermaBen 
durchgefiihrt: 1,5—2 uMol des DNP-Proteins wurden in 0,15-m. Phosphatpuffer, 
pu 7,0, suspendiert und 24 Stdn. unter kraftigem Riihren bei 37° mit 10% Ge- 
wichtsanteilen eines Enzymgemisches aus Asp. oryzae inkubiert. Nach Ansiuern 
wurden die DNP-Peptide in Essigester iibergefiihrt: Die Ausbeuten waren jedoch 


6 C.F. Jacobson u. J. Leonis, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 27, 
333 [1951]. 

7M. L. Anson u. A. L. Mirsky, J. gen. Physiol. 18, 469 [1930]. 

8 G. Braunitzer u. K. H. Reuther, Makromolekulare Chem. 18—19, 501 
{1955}. 
® G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 
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gering (20—30%), so daB aus diesen Versuchen lediglich qualitative Aussagen 
gemacht, jedoch keine Riickschliisse auf die Gesamtkonstitution des Proteins ge. 
zogen werden kénnen. 


Die Totalhydrolyse der DNP-Globine 


Zur Priifung der zur Untersuchung gelangten Praparate auf Reinheit hin- 
sichtlich der Endgruppen wurden Human- und Pferdeglobin nach Umsetzung mit 
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Abb. 9. Ultraviolett-Absorptionsspektren einiger DNP-Derivate in 1% NaHCO: 
a) DNP-Val-leu; b) DNP-MetO,-leu; c) DNP-Val-im-DNP-his-leu; d) im- 
DNP-His aus DNP-Val-im-DNP-his-leu. 


FDNB in gréBeren Mengen einer Totalhydrolyse unterworfen. Im Durchschnitt 
wurden 3—4 uMol Substanz 24 Stdn. unter Riickflu8 mit 5,7-n. HCl erhitzt, mit 
Wasser verdiinnt und die atherléslichen DNP-Aminosiuren nach Extraktion einer 
zweidimensionalen chromatographischen Analyse unterworfen. Bei Pferde- und 
Humanglobin ergaben Praparate, die nur einmal kristallisiert waren, noch an- 
nahernd 0,2—0,3 Mol an zusatzlichen DNP-Flecken je Mol Globin, die chromato- 
graphisch von DNP-Glutamin- und DNP-Asparaginsaiure nicht unterscheidbar 
waren. Bei 3—5fach kristallisierten Praparaten konnte jedoch im Chromatogramm 
nur DNP-Valin nachgewiesen werden. 

Die partielle Hydrolyse desPferdeglobins wurde, wie oben beschrieben, 
durchgefihrt. Die quantitativen Ausbeuten der Val-glu-leu-Sequenz zeigt Abb. 6. 
Die Mengen an freiem DNP-Valin waren auch nach 8tagiger Hydrolyse gering und 
betrugen maximal 0,15 Mol. Uber die Ausbeuten an DNP-Val-leu vgl. Abb. 5. 
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Die Ausbeuten an im-DNP-His en‘haltenden Peptiden aus Human-Hamo- 
globin zeigt Abb. 7. Folgende Versuche zur Sicherung der Konstitution dieser 
Peptide wurden durchgefiihrt: 0,3 ~Mol Peptid wurden mit 12-n. HCl 16 Stdn. 
im KinschluBrohr bei 105° erhitzt, anschlieBend wurde ausgeaithert. Die «-DNP- 
Komponente wandert in Butanol/0,1% NH, und in Phosphatpuffer identisch mit 
DNP- Valin. 

0,4 wMol DNP-Val-im-DNP-lis-leu wurden mit 2 Tropfen Hydrazin %!° 
4 Stdn. bei 100° behandelt, das iiberschiissige Hydrazin im Vak. entfernt, der 
Riickstand in 2 Tropfen Wasser gelést und mit einem Tropfen Benzaldehyd ge- 
schiittelt, das Gemisch ausgeithert und die waBr. Phase in Phenol/Boratpuffer, 

H 9.3, chromatographiert ; das Chromatogramm ergab einen Aminosaurefleck, der 
mit Leucin identisch wandert. 0,25 uMol DNP-Vai-im-DNP-1is-leu wurden mit 
20 y C-ase inkubiert (px 8,37, 37°, 16 Stdn.). AnschlieBend wurde angesiuert und 
mit Essigester extrahiert; die wir. Phase ergab in Butanol/Eisessig und in Phenol 
einen Aminosaurefleck, der mit Leucin identisch wanderte. Die DN P-Komponente 
wanderte in Butanol/1% NH, identisch mit DNP-Val-im-DNP-! is; ein mit C-ase 
behandeltes Gemisch beider Peptide ergab im zweidimensionalen Chromatogramm 
nur einen DNP-Fleck. 

DNP-Val-im-DNP-his lieferte bei totaler Hydrolyse mit 12-n. HCl (2—16 
Stdn.) DNP-Val; in der waBr. Phase wurde nur eine Aminosiure gefunden, die 
signifikant und identisch wie im-DNP-His wandert. Sie besitzt im UV das 
typische Spektrum des im-DNP-His (Abb. 94). DNP-Val-im-DNP-! is-leu gibt 
nach totaler Hydrolyse in 12-n. HCl DNP-Val und im-DNP-His und Leu. 0,5 «Mol 
des Tripeptids wurden mit 12-n. HCl total hydrolysiert (6 Stdn.), das Reaktions- 
gemisch mit FDNB umgesetzt und die DNP-Derivate rechromatographiert. Das 
molare Verhaltnis der DNP-Komponenten wurde 1:1:1 gefunden. 

Das Chromatogramm von Rinder- und Schafglobin ergab neben DNP- 
Val-leu und DNP-MetO, das Peptid DNP-MetO,-leu. Die Ausbeuten nach ver- 
schiedenen Hydrolysezeiten sind in Abb. 5 und 8 wiedergegeben. Die UV-Spektren 
zeigt Abb. 9. Bei Spaltung mit Hydrazin wurde nur Leucin als freie Aminosdure 
nachgewiesen, mit C-ase wurde jedoch keine Aminosiéure abgespalten. Nach totaler 
Hydrolyse (6-n. HCl, 2—16 Stdn., 12-n. HCl, 2—8 Stdn.) wanderte die DNP- 
Aminosaure in Butanol,0,1% Ammoniak und in Puffer identisch mit DNP-MetO,. 
In der waBr. Phase konnte nur ein ninhydrinpositiver Fleck nachgewiesen werden, 
er wanderte in Blutanol/Eisessig und in Phenol/Boratpuffer, py 9,3, identisch mit 
Leucin. 


Diskussion 


Seit den ersten chemischen Untersuchungen von Porter und 
Sanger1!2 zur Konstitution der Proteine einiger Hamoglobine mit der 
DNP-Methode sind weitere Arbeiten erschienen; die Ergebnisse waren 
jedoch unterschiedlich und zum Teil widersprechend. Bevorzugt wurden 
quantitative Endgruppenbestimmungen mit der DNP-Methode; sie er- 
gaben fiir die einzelnen Hamoglobine 3,2—6,2 Mol Engruppen/Mol 
Globin. Die von japanischen Autoren}® erstmals durchgefiihrten Unter- 
suchungen zur Bestimmung der Anzahl von Peptidketten sind nur 
qualitativer Art und konnten deshalb ebenfalls zu keiner endgiiltigen 
Klarung fiihren. 


10 8S. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan, 25, 214 
[1952]. ; 
1 R. R. Porter u. F. Sanger, Biochem. J. 42, 287 [1948]. 
12 F. Sanger, Nature 162, 491 [1948]. 
13 H. Ozawa u. K. Satake, J. Biochemistry [Tokyo] 42, 641 [1956]. 
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der MeBergebnisse. Die DNP-Methode besteht darin, daB die «-NH,- 
terminale Aminosiure mit DNP markiert und anschlieBend nach to- 
taler Hydrolyse extrahiert und chromatographisch identifiziert wird}. 
Die Brauchbarkeit einer Markierungsmethode hangt — neben dem 
quantitativen Umsatz — in erster Linie von der Bestandigkeit der 
markierten Aminoséure unter Hydrolysebedingungen ab. Die DNP- 
Aminosauren sind unter normalen Hydrolysebedingungen bestandig, 


lediglich die DNP-Derivate des Cysteins, Glycins und Prolins werden | 


weitgehend zerstért; darum bereitet ein qualitativer Nachweis der 
N-terminalen Gruppe im allgemeinen keine besonderen Schwierigkeiten, 
zumal das Ergebnis mit der Phenylsenfél-Methode leicht gesichert werden 


Bd. 312 (1958) | 





Die Schwierigkeiten bestehen in der quantitativen Auswertung 











kann*. Zur quantitativen Auswertung mu die gefundene Molzahl der | 
DNP-Aminosaure mit einem Korrekturfaktor fiir die Zersetzung korri- | 
giert werden. Dieser fallt bei geringerer Molzahl an Endgruppen (1—2) | 


nicht so sehr ins Gewicht wie beim Vorliegen mehrerer Peptidketten 
(5—6) im Molekiil. Die Schwierigkeiten bestehen darin, daB die Be- 
stimmung des Korrekturfaktors mit gewissen Unsicherheiten behaftet 
ist, weil er verschieden ausfallt, je nachdem, ob seine Bestimmung mit 
der terminalen DNP-Aminosaure, mit einem DNP-Di- oder Tripeptid 
durchgefiihrt wird. 

Um diese*Unsicherheiten der Methode auszuschlieBen, versuchten 
wir, durch partielle Hydrolyse und quantitative Bestimmung der dabei 
isolierten «-DNP-Peptide zu klaren Ergebnissen zu kommen. Es war zu 
erwarten, daB durch die quantitative Bestimmung der Molzahl eines 
Peptidtyps, der nur 1—2mal pro Mol auftritt, leichter ein RiickschluB 
auf die Konstitution des Gesamtmolekiils der Globine zu ziehen ist als 
lediglich durch quantitative Bestimmung der zahlreichen (4—6) End- 
gruppen. Um die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse zu sichern, 
wurden ferner die Untersuchungen an mehreren Globinen gleichzeitig 
durchgefihrt, um die Resultate gegenseitig zu stiitzen und um auf ein 
allgemeines Bauprinzip der Globine schlieBen zu kénnen. 

Die Sequenz Val-leu und Val-glu-leu wurde beim Pferdehamo- 
globin bereits von Sanger! !2 gefunden. Die Bestimmung erfolgte 
jedoch nur qualitativ, und zwar unter Annahme von 6 Valylresten. Von 
japanischen Autoren * wurde dieses Ergebnis bestatigt, jedoch wurde 
zusatzlich die Sequenz Val-gly gefunden. Auch diese Untersuchungen 
wurden nur qualitativ und ebenfalls unter Annahme von 6 Valylresten 
durchgefihrt. Wir konnten dagegen in mehrfachen Versuchen weder 
nach einer Hydrolysendauer von 3 Tagen noch von 5, 7 oder 15 Tagen 
das Dipeptid DNP-Val-gly nachweisen. Auf die Sequenz Val-gly wurde 
von den japanischen Autoren nicht durch Isolierung des entsprechen- 
den DNP-Dipeptids geschlossen; vielmehr wurden nach der Abspal- 
tung des N-terminalen Valylrestes mit Phenylsenfél und anschlieBender 
Umsetzung des verkiirzten Proteins mit FDNB und Totalhydrolyse 
DNP-Leu und DNP-Gly nebeneinander nachgewiesen. Weitere Versuche 














| Ba. 312 (1958) 


; mit synthetischem DNP-Val-gly haben uns gezeigt, daB nach 7 Tagen 
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noch 68% des Peptids wiedergewonnen werden. AuBerdem bietet die 
chromatographische Identifizierung dieses Peptids keine Schwierig- 
keiten; Kontrollversuche mit DNP-Hamoglobin und 2 Mol DNP-Val-gly 
ergaben, daB das Peptid leicht im Aufarbeitungsgang wiedergefunden 
wird. Da die Mengen des freien DNP-Val auch nach 7tagiger Hydrolyse 
sehr gering sind, ferner auch in der Restfraktion kein DNP-Val nach- 
weisbar ist und die Zahl der Endgruppen mit den isolierten Valyl- 
peptiden identisch ist, muB geschlossen werden, daB im Pferdeglobin 
nur 2 Peptidtypen vorliegen, und zwar mit den Endgruppen Val-leu 
und Val-glu-leu. 

Im Humanhamoglobin werden ebenfalls zwei homologe N- 
terminale Sequenzen gefunden: Val-leu und Val-his-leu. Das gleiche 
Ergebnis wurde vor kurzem von L. Pauling" vorgetragen. Es besteht 
kein Zweifel, daB Human- und Pferdeglobin ahnlich aufgebaut sind; 
dies geht bereits aus Réntgenaufnahmen von M. Perutz und Mit- 
arbeitern hervor, die ferner betonen, da8 auch die ,,interne Structure“ 
identisch sein mu8B, was in sehr guter Ubereinstimmung mit unseren 
Ergebnissen steht. Die Sequenzen Val-glu-leu urd Val-his-leu miissen 
als N-terminale Sequenzen zweier homologer Peptidketten betrachtet 
werden, wobei Glutamin gegen Histidin ausgetauscht wurde. 

Rinder- und Schafglobin ergaben qualitativ und quantitativ 
dieselben Ergebnisse. Von Ozawa und Satake!® wurde die Sequenz 
Met-gly gefunden. Auch diese Sequenz wurde nicht durch eine Isolierung 
des Met-gly-Dipeptids ermittelt, sondern nach Abspaltung des N- 
terminalen Restes mit Phenylsenf6él und anschlieBender Umsetzung mit 
Fluordinitrobenzol. Nach totaler Hydrolyse fanden sie DNP-Leu und 
DNP-Gly. Da sie das Dipeptid DNP-Val-leu direkt durch partielle 
Hydrolyse des DNP-Globins isolieren konnten, schlossen sie auf die 
Sequenz Met-gly. Nach unseren Ergebnissen ist jedoch trotz des Vor- 
liegens zweier Peptidtypen nur DNP-Leu zu erwarten. Schon bei der 
obigen Analyse der am Pferdeglobin erhobenen Befunde wurde gezeigt, 
daB die japanischen Autoren die Sequenz Val-gly zuviel gefunden haben. 
Bei Rinder- und Schafglobin konnten wir durch direkte Isolierung des 
Dipeptids Met-leu die Sequenz Met-gly mit Sicherheit ausschlieBen. 

Die Ausbeute an einzelnen Sequenzen schwankt bei unseren Ver- 
suchen an den vier Globinen zwischen 1,6 bis 1,9 Mol. Nach der oben 
diskutierten quantitativen Auswertung der Ergebnisse der DN P-Methode 
miBte eine genauere Auswertung der hier ermittelten Werte dermaBen 
erfolgen, daB fiir den einzelnen Peptidtyp gesondert der Korrekturfaktor 
bestimmt wird. Dies ist aber fiir die hier zu treffende Entscheidung 
nicht mehr von Bedeutung, weil in den vorliegenden Untersuchungen 
lediglich zur Debatte stand, ob die einzelnen Sequenzen im Molekil 


. L. Pauling, Symposium zur Struktur der Proteine, Paris, Juli 1957; vgl. 
H.S. Rhinesmith, W. A. Schroder u. L. Pauling, J. Amer. chem. Soc. 79, 
4682 [1957]. 
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1-, 2- oder 3mal vorliegen. Obwohl die Ausbeuten nicht ganzzahlig sind, 
kénnen die Ergebnisse nur dahingehend interpretiert werden, da8 in 
den Globinen jeder Peptidtyp 2mal vorkommt, d. h. daB jede Sequenz 
zwei N-terminalen Peptidketten entspricht. 

Ks erhebt sich die Frage, ob aus diesen Ergebnissen ein allgemeines 
Bauprinzip der Globine entwickelt werden kann, das mit allen bis- 


her vorliegenden Erfahrungen im Einklang steht. Fiir das Mol.-Gewicht | 


des Pferdehamoglobins gab Svedberg zuerst den Wert 680001° an. Fiir 
weitere Globine wurde dasselbe Partikelgewicht ermittelt!®. Werden die 
von uns gefundenen Sequenzen schematisch wie nebenstebend geschrie- 
ben und die einzelnen Sequenzen als N-ter- 
minale Reste von 4 Peptidketten betrach- 


t 
Feren: :|. Satie tet, so zeigt sich, daB diese Annahme mit | 


Paine eee cen er allen vorliegenden experimentellen Ergeb- | 
Val-X-Leu Val-X-Leu nissen gut Ghoretnetiaams. 
| Das wesentliche Merkmal dieses Mo. 
a dells ist seine doppelte Symmetrie. Von 


Roche, Adair und Adair?!’ wurde erst- 
mals gefunden, daB Globine in Untereinheiten von einem Partikelgewicht 
von 34000 zerfallen. Dieser Zerfall ist nach diesem Schema ohne wei- 
teres zu deuten: Die Spaltung findet in Richtung der a-Achse statt. 
Das Partikel wird in zwei identische Halften gespalten. In der Tat 
erwiesen sich die Partikel vom Mol.-Gewicht 34000 als einheitlich. 


Die ausgedehnten réntgenographischen Arbeiten von M. Perutz!® 
und Mitarbb. ergaben, daB Globine aus zwei réntgenographisch nicht 
unterscheidbaren ,,Halften‘‘ bestehen. Bei Markierung des Molekiils mit 
Schwermetallen tritt die Substitution immer symmetrisch in beiden 
Halften zugleich auf!®. Auch die Lage der Hime ist symmetrisch zur 
Kristallachse angeordnet?°. Neuere Untersuchungen nach der Elektronen- 
Spinresonnanzmethode ergaben, da auch die Ebenen der Doppel- 
bindungen im Porphyrinring symmetrisch zur Kristallachse liegen*'. 


Ingram” fand nach tryptischer Spaltung des Humanhaimoglobins 
nur 30 statt 60 Spaltpeptide, wie ein Mol.-Gewicht von 68000 erfordert 
haben wiirde. Dieses Ergebnis ist ohne weiteres aus unserem Modell zu 
deuten. 


15 The Svedberg u. R. Fahraeus, J. Amer. chem. Soc. 48, 430 [1926]. 

16 The Svedberg, Die Ultrazentrifuge, Verl. Steinkopf, Leipzig 1939. 

17 J. Roche, M. E. Adair u. G.S. Adair, Biochem. J. 26, 1811 [1932]. 

18 M. F. Perutz, J. F. Trotter, E. R. Howells u. D. W. Green, Acta cry- 
stall. VII, 241 [1955]; M.F. Perutz, A.M. Liquori u. F. Eirich, Nature [London] 
167, 929 [1951]. 

19 V. M. Ingram, Biochem. J. 59, 653 [1955]. 

20 E. Havinga u. H. A. Itano, Proc. nat. Acad. Sci. USA 389, 65 [1953]. 

21D. I. Ingram, J. F. Gitzson u. M. F. Perutz, Nature [London] 178, 905 
[1956]. 

22 V. M. Ingram, Nature [London] 178, 792 [1956]. 
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Das Modell erlaubt auch, die wichtigen Versuche von Reichmann 
und Colvin zu interpretieren. Bei niedrigem py (3,5—1,5) tritt bei 
Pferdeglobin in Lésungen mit kleiner Ionenstarke eine Aufspaltung des 
Proteins in zwei verschiedene Komponenten auf: Wahrend bei px 3,5 
noch das urspriingliche Partikel nachzuweisen ist, und bei Erniedrigung 
des pu der prozentuale Anteil desselben immer mehr zugunsten der 
beiden neuen Komponenten verschwindet, werden bei pu 1,5 lediglich 
die beiden neuen Komponenten beobachtet. Sie besitzen ein Mol.-Ge- 
wicht von 17000. Dieser Wert ist in der Ultrazentrifuge und osmotisch 
gesichert. Dieser Versuch kann dahingehend gedeutet werden, daB bei 
niedrigem px unter Aufspaltung der Salzbindung eine Auftrennung der 
beiden Peptidtypen langs der Achse b erfolgt. 


Das auf das Partikelgewicht von 68000 bezogene Modell des Schemas 
hat eine groBe Ahnlichkeit mit dem ersten Insulinmodell nach Sanger 
aus dem Jahr 194812. Zu diesem Zeitpunkt wurde in der Ultrazentrifuge 
fir das Insulin als kleinstes Teilchengewicht 12000 gefunden. End- 
gruppenbestimmungen ergaben 2 Mol Glycin und 2 Mo! Phenyl-alanin™. 
Nach der Bestimmung der Art und Zahl der -S-S-Briicken ergab sich 
jedoch, daB das chemische Mol.-Gewicht des Insulins 6000 betragt?®, 
ein Ergebnis, das gleichzeitig durch physikalische Methoden bestatigt 
wurde. Zwischen dem ersten Insulinmodell Sangers und dem Globin- 
modell besteht jedoch ein wesentlicher Unterschied : Die Zahl der Cystein- 
reste bei einzelnen Globinen ist zwar noch nicht gesichert, jedoch steht 
ohne Zweifel fest, daB z. B. im Humanhamoglobin keine -S-S-Briicken 
vorliegen 2627, Die Spaltung des 68000-Partikels in die Einheit von 
340001! wurde bereits besprochen; sie erfolgt unter sehr schonenden 
Bedingungen, die mit Sicherheit keine kovalenten Bindungen spalten; 
auch die chemischen Untersuchungen ergeben, daB die 68000-Einheit 
aus zwei identischen Partikeln besteht. Hieraus folgt in Analogie zu den 
Arbeiten Sangers zwingend, daB das Mol.-Gewicht der Globine nicht 
— wie bisher angenommen wurde — 68000, sondern nur 34000 betragt, 
d. h. der Elementareinheit der Globine ist ein Partikelgewicht von 34000 
zuzuordnen, und das in der Ultrazentrifuge unter den Versuchsbedingun- 
gen Svedbergs gefundene Partikelgewicht von 68000 entspricht einem 
Dimeren der Einheit von 34 000. 


Auf das Partikelgewicht von 34000 wurden 2 Mol homologer 
N-terminaler Sequenzen je Globin nachgewiesen. Aus vergleichenden 
chemischen Untersuchungen geht hervor, daB homologe Proteine sehr 





23M. E. Reichmann u. J. Ross Colvin, Canad. J. Chem. 34, 411 [1956]. 

4 F. Sanger, Biochem. J. 45, 563 [1949]. 
' 25 A, P. Ryle, F.Sanger, L. F.Smith u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 541 
1955]. ‘ 

26 V.M. Ingram, Biochem. J. 59, 653 [1955]. 

27 W. H. Stein, H. G. Kunkel, R. D. Cole, D. H. Spackmanu.S. Moore, 
Biochim. hiophysica Acta [Amsterdam] 24, 641 [1957]. 
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ahnlich gebaut sind: Der Unterschied beruht meist auf einem Austausch 
weniger Aminosauren in definierten Teilbereichen der Peptidketten*. 

Die ahnliche Bruttoformel verschiedener Globine 14Bt vermuten, 
daB sie ahnlich gebaut sind und wahrscheinlich in dem selben Verhaltnis 
zueinander stehen wie die Insuline verschiedener Arten. Noch nicht vdllig 
geklart ist die Bedeutung der zwei N-terminalen Sequenzen des Globin- 
partikels, denn es erhebt sich die Frage, ob die beiden N-terminalen 
Sequenzen N-terminale Reste zweier Peptidketten sind oder ob nur eine 
einzige Peptidkette in Y-Form vorliegt. Die Aufspaltung des Pferde- 
globins in zwei Banden in der Elektrophorese spricht fiir die erstere 
Annahme. 

Herrn Prof. Dr. A. Butenandt danke ich fiir die groBziigige ideelle und 
materielle Unterstiitzung dieser Arbeit. Herrn Prof. Dr. H. E. Schultze, Behring- 


Werke, Marburg (Lahn), bin ich fiir die freundliche Darstellung der Himoglobine 
zu Dank verpflichtet, Frl. Barbel Schrank fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Die Struktur des Proteins vom Pferde-, Human-A-, Rinder- und 
Schafhamoglobin wurde mit der DNP-Methode untersucht. Durch 
partielle Séurehydrolyse konnten je Globin zwei homologe Sequenzen 
nachgewiesen werden. Aus quantitativen Ergebnissen dieser Unter- 
suchungen, wie’ aus friiheren physikalisch-chemischen, physikalischen 
wie réntgenographischen Untersuchungen, wird ein allgemeines Bau- 
prinzip der Globine entwickelt und — in Analogie zu dem ersten und 


zweiten Insulinmodell von Sanger — den Globinen das Molekular- 
gewicht 34000 zugeordnet. Sie bestehen aus zwei homologen Peptid- 
ketten. 


Summary 


The structure of proteins of horse, human-A, beef, and sheep hemo- 
globin was investigated by the DNP-method. Partial acid hydrolysis 
indicated two homologous sequences per globin. From quantitative 
results of this investigation, as from earlier physico-chemical, physical, 
and X-ray diffraction analyses a general scheme of composition is 
developed for the globins. In analogy to the first and second insulin 
model of Sanger, the globins are assigned a molecular weight of 34000. 
They consist of two homologous peptide chains. 


* Kirzlich wurde jedoch von Li und Mitarbeitern bei Hypophysenhormonen 
iiber Unterschiede, die bereits in der Ultrazentrifuge feststellbar sind, berichtet”*%, 

28 C, H. Li, Advances Protein Chem. 11, 101 [1956]. 

29 C H. Liu. R. Papkoff, Science [Washington] 127, 1293 [1956]. 
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Die Reaktion zwischen Hirudin und Thrombin 
Von 
F. Markwardt und P. Walsmann 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1958) 


Vorangegangene Untersuchungen!>? tiiber den blutgerinnungshem- 
menden Wirkstoff des medizinischen Blutegels, Hirudin, hatten zur 
Isolierung und Analyse der wirksamen Substanz geftihrt. Es handelt 
sich um ein hochmolekulares Polypeptid, welches die Gerinnung des 
Blutes verhindert, indem es mit dem Gerinnungsferment Thrombin eine 
stéchiometrisch gut definierte Additionsverbindung bildet, wodurch die 
Wirkung des Fermentes erlischt. Diese Reaktion des Hirudins stellt den 
Grundvorgang der antikoagulierenden Wirkung des Stoffes dar. Die vor- 
liegende Untersuchung bemiiht sich um die Aufklarung des Mechanismus 
der Reaktion zwischen Hirudin und Thrombin. 


Methoden und Materialien 


Zur Bestimmung der Aktivitat des Thrombins wurden die Proben 
nach Seegers® an Fibrinogenlésungen ausgetestet und die gemessene Gerinnungs- 
zeit an einer Kichkurve verglichen, die mit verschiedenen Verdiinnungen eines 
Standard-Thrombinpraparates gewonnen wurde. Die Aktivitaét wird in N.I.H.*- 
Einheiten angegeben. 

Fir Untersuchungen der Thrombinkinetik wurde auch das kiinstliche Sub- 
strat des Fermentes, p-Toluolsulfonyl-t-arginin-methylester (TAME), heran- 
gezogen. Die fermentative Hydrolyse des Esters in Tosyl-L-arginin und 
Methanol wurde durch fortlaufende potentiometrische Titration der freiwerdenden 
Carboxylgruppen verfolgt. 0,5 ml Substratlésung wurden im Reaktionsgefi8 mit 
0,5 ml Thrombinlésung gemischt und an der eintauchenden Glaselektrode mit 
Natronlauge auf den gewiinschten py-Wert eingestellt. Der py-Wert der Lésung 
wurde durch kontinuierliche Zugabe von 0,05-n. Natronlauge aus einer Mikro- 
pipette (Agla-Mikrometer-Syringe; Ablesegenauigkeit 0,0002 ml) praktisch kon- 
stant gehalten. Die Aktivitaét des Fermentes ergibt sich aus dem Verbrauch an 
Lauge pro Zeiteinheit. Zur Verdrangung des Luftsauerstoffes und zur standigen 
Durchmischung wurde das Reaktionsgemisch laufend mit Stickstoffgas aus einer 
Kapillare durchperlt. Die Temperatur des Versuchsansatzes wurde konstant ge- 
halten, indem der Wassermantel des doppelwandigen ReaktionsgefaBes mit Hilfe 
eines Thermostaten auf konstanter Temperatur gehalten wurde. Die Eigenhydro- 
lyse des TAME wurde in allen Versuchen bestimmt und in Abzug gebracht. 


* National Institutes of Health. 

1 F. Markwardt, diese Z. 808, 147 [1957]. 

2 F. Markwardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
229, 389 [1956]. 

3 W. H. Seegers u. H. P. Smith, Amer. J. Physiol. 137, 348 [1942]. 
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Die Aktivitaét des Hirudins wurde durch Titration mit standardisiertem 
Thrombin bestimmt und in Antithrombineinheiten (AT.-E.) angegeben, wobei 
eine AT.-E. derjenigen Menge Hirudin entspricht, die eine N.I.H.-E. Thrombin 
in ihrer fermentativen Wirkung auf das Fibrinogen blockiert. Die praktische 
Durchfiihrung der Bestimmung wurde in einer vorangegangenen Arbeit ausfiihr- 
lich beschrieben?. 


Zur Bestimmung des inaktiven Thrombin-Hirudin-Komplexes 
wurde die Lésung bei pq 7,0 15 Min. auf 80° erhitzt, wodurch das Thrombin 
denaturiert und das gebundene Hirudin quantitativ in Freiheit gesetzt wird. 
Die Menge des freigesetzten Hirudins wird wie beschrieben mit standardisiertem 
Thrombin bestimmt und dient als Ma8 fiir den Thrombin-Hirudin-Komplex. 


Gereinigtes Thrombin mit einer Aktivitaét von 60 N.I.H.-E./mg wurde 
von der Hoffmann-La Roche-AG (Grenzach, Baden) zur Verfiigung gestellt. 
Hirudin wurde aus med. Butegeln als elektrophoretisch und chromatographisch 
einheitliche Substanz mit einer Aktivitét von 8500 AT.-E./mg isoliert!, Fibri- 
nogen-Lésungen wurden aus gereinigtem Rinderfibrinogen- Behring bereitet. 
p-Toluolsulfonyl-L-arginin-methylester (TAME) wurde nach Bergmann! 
hergestellt. Schmp. der aus n-Butanol umkristallisierten Verbindung 146°. 


Ergebnisse 
Die stdchiometrische Hemmung des Thrombins durch Hirudin 


Wurden Hirudin- und Thrombinlésungen gemischt und die Menge 
‘des freien Thrombins durch Austestung an Fibrinogenlésungen be- 
stimmt, so entsprach die verbleibende Thrombinaktivitat der Differenz 
zwischen Ferment- und Hemmstoffkonzentration. Eine N.I.H.-E. 
Thrombin erwies sich als 0,12 y reinen Hirudins aquivalent (Abb. 1). 


Aus dieser Feststellung 148t sich bei Kenntnis der Molekular- 
gewichte und spezifischen Aktivitat der beiden Komponenten dieStéchio- 
metrie der Reaktion errechnen. Das Molekulargewicht des Hirudins 
wurde aus osmotischen Messungen zu 16000 + 1000 bestimmt?. Das 
Molekulargewicht des Thrombins konnte bisher nur annaéhernd be- 
stimmt werden®, da die Messungen an noch nicht vdéllig reinen Pra- 
paraten vorgenommen wurden. Unter Beriicksichtigung dieser Verhalt- 
nisse wird das Molekulargewicht des reinen Thrombins mit etwa 32000 
und seine spezifische Aktivitét mit 4000 N.I.H.-E./mg als am wahr- 
scheinlichsten angegeben®. Bei Zugrundelegung dieser Angaben wiirden 
sich 1,0 mg Thrombin (4000 N.I.H.-E./mg) mit 0,47 mg Hirudin (8500 
AT.-E./mg) verbinden. Diese Mengen stehen annahernd im gleichen Ver- 
haltnis zueinander wie die allerdings noch nicht endgiiltig gesicherten 
Molekulargewichte der beiden Reaktionspartner, so daB angenommen 
werden kann, daB der Thrombin-Hirudin-Komplex aus je einem Molekiil 
Thrombin und Hirudin besteht. 


4M. Bergmann, J.S. Fruton u. H. Pollok, J. biol. Chemistry 127, 643 
[1939]. 

5 W. H. Seegers u. A.G. Ware, Federation Proc. 7, 186 [1948]; J. H. 
Milstone, J. gen. Physiol. 25, 679 [1942]. 
6 F. Lamy u. D. F. Waugh, Physiol. Rev. 34, 722 [1954]. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Stéchiometrische Hemmung des Thrombins durch Hirudin. Thrombin- 

jésungen mit einer Ausgangsaktivitat von 80 bzw. 40 N.I.H.-E./ml wurden mit 

steigenden Mengen Hirudin versetzt und die restliche freie Thrombinmenge je- 
weils an einer 2-proz. (O) oder 0,2-proz. Fibrinogenlésung (@) ausgetestet. 


Abb. 2. Dissoziation der Hirudin-Thrombin-Verbindung bei pq 7,0 und 20°. 

Je 0,1 ml Thrombinlésung (20 N.I.H.-E./ml) wurden mit 0,1 ml Hirudinlésung 

steigender Konzentration gemischt und die restliche freie Thrombinmenge aus 

der Gerinnungszeit bei 20° nach Zusatz von 0,3 ml Fibrinogenlésung (0,5% in 

Veronal-Acetatpuffer, py 7,0) ermittelt. Thrombinkonzentration im Ansatz: 
4 N.1.H.-E./mi. 


Die Dissoziation des Hirudin-Thrombin-Komplexes 


Wie der stéchiometrische Verlauf der Thrombin-Hirudin-Reaktion 
in Abb. 1 zeigt, kann die inaktive Verbindung nur wenig dissoziiert sein. 
Um das Ausma8 der Dissoziation zu bestimmen, wurde die Hemmung 
des Thrombins durch Hirudin auch bei gréBerer Verdiinnung gemessen 
(Abb. 2). Die dabei erkennbare Abweichung von der stéchiometrischen 
Reaktion in der Nahe des Aquivalenzpunktes zeigt die Dissoziation der 
Verbindung an. Aus der restlichen Thrombinaktivitat (0,2 N.I.H.- 
E./ml) in Gegenwart von 1 Aquivalent des Hemmstoffes laBt sich die 
Dissoziationskonstante fiir das Gleichgewicht H + T — HT bestimmen 
(H = Hirudin ; T = Thrombin). 


[H] = [T] = 0,2 N.LH.-E./ml 
[HT] = 4,0 — 0,2 = 3,8 N.LH.-E./ml 


Bei Zugrundelegung der oben genannten Angaben entspricht 1 N.I.H.- 
E./ml = 7,8-10-® Mol/I. 

[Ki = Tae = Oe 7,8:10-* = 0,82-10-1°, 
Die Dissoziation der Thrombin-Hirudin-Verbindung in Gegenwart des 
natirlichen Substrates Fibrinogen ist demnach so gering, daB der Kom- 
plex unter diesen Bedingungen praktisch als undissoziiert angesehen 
werden kann. 
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Die Geschwindigkeit der Thrombin-Hirudin-Reaktion 


Um den zeitlichen Verlauf der Reaktion zwischen Thrombin und 
Hirudin zu verfolgen, wurden jeweils aquivalente Mengen Thrombin 
und Hirudinlésung bei 10, 20, 30 und 40° gemischt und in einem Zeit- 


abstand von 1 Sek. bis 1 Min. mit Fibrinogenlésung versetzt. Wenn die | 


Zugabe des Substrates vor AbschluB der Ferment-Hemmstoff-Reaktion 
erfolgt ware, so hatte das noch nicht gebundene Thrombin mit dem 
Substrat reagieren kénnen. In diesem Falle wiirde sich die Gerinnungs.- 
zeit verkiirzen. Es zeigte sich jedoch, daB der Zeitpunkt der Fibrinogen- 
zugabe ohne Einflu8 auf das MeBergebnis ist. Selbst wenn Hirudin und 
Thrombin in Anwesenheit des Substrates gemischt wurden, die Aus- 
testung also ohne vorherige Einwirkung erfolgte, konnte kein deutlich 
meBbarer Unterschied in der Hemmung bemerkt werden, sofern fiir 
eine sofortige gute Durchmischung des Ansatzes gesorgt wurde. Dem. 
nach verlauft die Reaktion zwischen Thrombin und Hirudin schneller 
als die Thrombin-Fibrinogen-Reaktion und ist wie eine Ionenreaktion 
innerhalb praktisch nicht meBbarer Zeit beendet. 


Der EinfluB der Wasserstoffionen-Konzentration 
auf die Thrombin-Hirudin-Reaktion 
Um die pu-Abhangigkeit der Thrombin-Hirudin-Reaktion zu unter- 
suchen, wurden aquivalente Mengen der beiden Komponenten in Puffer- 
lésungen mit verschiedenen pxu-Werten zusammengegeben. Sodann 


wurde versucht, die Mischung in der gleichen Pufferlésung elektro- | 


phoretisch aufzutrennen. Auf Grund ihrer unterschiedlichen elektro- 


phoretischen Eigenschaften (Isoelektrischer Punkt des Hirudins bei | 
pu 3,8; des Thrombins bei pu 4,7) zeigen Hirudin und Thrombin unter- | 


schiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld, wie 


Parallelversuche mit Hirudin und Thrombin allein gezeigt hatten. Die © 
nicht gebundenen Anteile der beiden Komponenten muBten sich daher © 


im Verlaufe der Elektrophorese trennen. Ein Versuchsbeispiel ist in 
Abb. 3 dargestellt. Das Ergebnis der Austestungen nach der Flektro- 
phorese ist in Tab. 1 zusammengefaBt. 
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Thrombin und Hirudin sowie 
Hirudin- eines aquivalenten Gemisches 
Komplex beider Wirkstoffe bei py 7,0 
und 11,0. 
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Tab. 1. Papierelektrophoretische Trennung von Thrombin-Hirudin-Gemischen 
(je 100 E.) bei verschiedenen py-Werten. 








Nach der elektrophoretisch. Auftrennung Muses 
pu-Wert wurden gefunden N.I.H.-E. bzw. AT.-E. Aeierestot 
der Puffer- | Thrombin: in der Kontrolle 
Lésung Hirudin- Hirudin | Thrombin in % 
Komplex 
12,0 = 92 — 100 
11,0 54 38 18 20 
10,0—4,0 95—98 — — — 
3,0 15 84 _ 100 
2,0 — 96 — 100 

















Versuchsanordnung: Aquivalente Mengen Thrombin und Hirudin wurden 
in verschiedenen Pufferlésungen gelést (pq 2,0—4,0 Glykokoll-Salzsaure- 
Puffer, po 4,0—6,0 Ammoniumacetatpuffer, py 6,0—8,0 Phosphatpuffer und 
pu 9,0—12,0 Glykokoll-NaOH-Puffer, samtlich 0,1-m.). 0,05 ml der Lésung (100 
N.I.H.-E. Thrombin und 100 AT.-E. Hirudin) wurden strichférmig auf einen mit 
jeweils der gleichen Pufferlésung getrinkten Elektrophoresestreifen (Papier 
Schleicher & Schill 2043b) aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auf je einen Parallel- 
streifen die gleiche Menge Hirudin und Thrombin getrennt aufgetragen. Die 
Elektrophorese wurde in einer Apparatur durchgefiihrt, die im wesentlichen der 
von GraBmann’ beschriebenen Anordnung entsprach. 8 V/cm; 0,75 A/cm; Lauf- 
zeit 2—4 Stdn. bei + 2°. Nach der Elektrophorese wurde jede Bahn in 44 cm 
breite Querstreifen senkrecht zur Laufrichtung zerschnitten. Die Streifen wurden 
mit Phosphatpuffer pq 7,0 eluiert und ein aliquoter Teil der Lésung auf ihren 
Gehalt an freiem Hirudin, freiem Thrombin und Hirudin-Thrombin-Komplex 
gepriift. 

Die Hirudin-Thrombin-Verbindung bildet sich bei pu-Werten zwi- 
schen 4 und 10. Sie ist in diesem Bereich praktisch undissoziiert und 
wandert geschlossen im elektrischen Feld. Ihr isoelektrischer Punkt liegt 
zwischen dem des freien Thrombins und des freien Hirudins bei etwa 
pu 4,38. Bei po-Werten < 4 und > 10 ist die Reaktion unvollstandig 
und bleibt schlieBlich ganz aus, was an der verringerten Menge des ge- 
bildeten Komplexes und dem Auftreten von freiem Hirudin und freiem 


| Thrombin erkannt werden kann. Damit stimmt die schon friiher ge- 


machte Feststellung? iiberein, da8 sich Hirudin aus dem bei neutraler 
Reaktion gebildeten Komplex durch nachtragliches Ansauern der 


_ Lésung auf px 2 oder durch Alkalisieren auf px 12 quantitativ in Frei- 
_ heit setzen laBt. 


Die Beurteilung des Dissoziationsgrades in stark alkalischer und 


_ stark saurer Losung wird aber dadurch erschwert, daB Thrombin bei 


extremen Abweichungen vom Neutralpunkt denaturiert wird. Die Frei- 


| setzung des Hirudins bei extremen pxy-Abweichungen kénnte deshalb 


die alleinige Folge der Thrombindenaturierung sein. Immerhin wurde 
bei po 11,0 neben freiem Hirudin auch freies aktives Thrombin ge- 


7 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
8 F. Markwardt, Naturwissenschafien 42, 537 [1955]. 
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funden, so daB bei dieser stark alkalischen Reaktion eine von der Throm- 
bindenaturierung unabhangige Dissoziation nachgewiesen werden konnte. 

Der pu-Effekt auf die Reaktion zwischen Hirudin und Thrombin 
legt nahe, daB gewisse Gruppen der beiden Molekiile in ionisierter Form 
vorliegen miissen, um die Reaktion eintreten zu lassen. Die Feststellung, 
daB die Komplexlésung im sauren Gebiet zwischen px 3 und 4 und im 
alkalischen Gebiet zwischen pu 10 und 11 beginnt, gibt einen Hinweis 
darauf, welche Gruppen an der Reaktion teilnehmen kénnten. Ionisier- 
bare Gruppen der Proteine® mit entsprechenden Aciditaétskonstanten 
sind einerseits die endstaindigen «-Carboxylgruppen (px 3,0—3,2), die 
freien Carboxylgruppen der Asparaginsiure (px 3,0—4,7) und Glut- 
aminsdure (px 4,4) und andererseits die ¢-Aminogruppen (px 9,4 bis 
10,6). Da eine Dissoziation des Thrombin-Hirudin-Komplexes offenbar 
erst in pu-Bereichen einsetzt, in denen gleichzeitig eine Thrombin- 
denaturierung stattfindet, wurde versucht, diese Gruppen durch che- 
mische Umsetzung zu entionisieren. 


Der EinfluB chemischer Verinderungen des Hirudins 
auf seine Reaktion mit Thrombin 


In vorangegangenen Untersuchungen!® war versucht worden, das 
Hirudin-Molekil mit Hilfe gruppenspezifischer Reagenzien nach den fiir 
die Wirkung entscheidenden Gruppen abzutasten. Dabei hatte sich 
gezeigt, daB die Acetylierung der freien Aminogruppen keine EinbuBe 


oe 
8 





| 
| Abb. 4. EinfluB der Veresterung der 
in freien Carboxylgruppen des Hirudins 


| 
| 
| | auf die Reaktion mit Thrombin. Je 
| | 0,1 ml Hirudinlésung (0,3 mg/ml) wur- 
|_| 
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den lyophil getrocknet und mit 0,1 ml 
salzsaurem Methanol (0,03-n. HCl in 
absol. Methanol) bei 0° behandelt. 
Nach verschiedenen Zeitabstainden 
wurden die Proben im Vak. vom salz- 
sauren Alkohol befreit, der Riickstand 
in Wasser aufgenommen und aus- 
getestet (0). AnschlieBend wurde bei 
0° in 0,01-n. Natronlauge verseift, in 
Abstainden von zwei Stunden eine 
Probe entnommen und nach Neutrali- 
sation ausgetestet (¢). 
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® E. J. Cohn u. J. P. Edsall, Proteins, Amino Acids and Peptides as Ions 
and Dipolar Ions, Academic Press, New York 1943. 
10 F. Markwardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
282, 343 [1957]. 
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an Aktivitat zur Folge hatte. Verdnderungen dieser Gruppen durch 
Reaktion mit Formaldehyd und durch Desaminierung mit salpetriger 
Siure verursachten gleichfalls keinen wesentlichen Aktivitatsverlust 
(Methoden siehe 1.c."4). Der Aminogruppe kommt demnach keine ent- 
scheidende Bedeutung fiir die Bindung des Hirudins mit Thrombin zu. 

Dagegen geht die Aktivitat des Hirudins bei Veresterung seiner 
freien Carboxylgruppen mit salzsaurem Methanol verloren (Abb. 4). Da 
bei solchen Reaktionen immer die Gefahr einer unspezifischen Denatu- 


- rierung des Wirkstoffes besteht, wurde besonderer Wert auf die Rever- 


sibilitat der erreichten Inaktivierung gelegt, weil damit ein Denaturie- 
rierungseffekt ausgeschlossen werden kann. Bei der Veresterung der 
freien Carboxylgruppen konnte die Reversibilitat dadurch deutlich ge- 
zeigt werden, daB bei der Spaltung des Esters durch schwaches Alkali 
allmahlich auch das Hirudin-Molekiil seine Aktivitat zuriickgewinnt. 


Der Einflu8B chemischer Veranderungen des Thrombins 
auf seine Reaktion mit Hirudin 

Aus friiheren Untersuchungen!? war bekannt, daB freie Amino- 
gruppen im Fermenteiwei8 fiir die Aktivitat des Thrombins entschei- 
dend sind. Es wurde daher untersucht, welchen EinfluB die chemische 
Veranderung dieser Gruppen auf die Bindungsfahigkeit des Thrombins 
mit Hirudin hat. Als Reagenz wurde Formaldehyd gewahlt, welcher 
unter bestimmten Reaktionsbedingungen nur mit Aminogruppen 
reagiert. Da diese Reaktion eine Gleichgewichtsreaktion ist und durch 
Abb. 5. Der EinfluB von Formal- 
dehyd auf die Aktivitét des 


Thrombins (0) und die Reaktion 
des Thrombins mit Hirudin (¢). 


> 








2,0 ml Thrombinlésung (200 N.I.- 60 

H.-E./ml) wurden zur Zeit 0 mit = 
2,0 ml 0,5-m. Formaldehyd (px vy ea 

7,5) versetzt. Nach 10 Min. Ein- i d.Dialyse — 





wirkungszeit wurde gegen HCl- 
Lésung (1-10—5-m.) dialysiert. 
Zur Messung der Aktivitaét des 
Thrombins wurden dem Ansatz 
jeweils in verschiedenen Zeit- 
abstanden 0,05 ml entnommen. 
Die Bindungsfahigkeit des 
Thrombins fiir Hirudin wurde 
bestimmt, indem die Probe mit 
Hirudin im UberschuB versetzt 
und das nicht gebundene Hirudin mit standardisiertem Thrombin zuriicktitriert 
wurde. In Kontrollversuchen wurde gepriift, wieweit die zu Anfang der Dialyse 
noch gegenwartigen Mengen Formaldehyd die Bestimmungen stérten. Infolge 
der bei der Austestung eintretenden Verdiinnung mit Fibrinogenlésung ist die 
durch Formaldehyd verursachte Storung gering. 


1 H.S. Olcott u. H. Fraenkel-Conrat, Chem. Reviews 41, 151 [1947]. 
12 TL, B. Nanninga, Thesis, Amsterdam 1947; W. H. Seegers, J. biol. 
Chemistry 136, 103 [1940]. 
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Dialyse gegen schwach saures Wasser zumindest teilweise reversibel 
gemacht werden kann, war Formaldehyd fiir diese Zwecke besonders 
geeignet. 

Unter der Einwirkung von Formaldehyd verliert Thrombin er- 
wartungsgemaB zunehmend seine Aktivitéat. Im Laufe der Dialyse 
gegen schwach saures Wasser gewinnt das Ferment bis zu 80% seiner 
Ausgangsaktivitaét zuriick (Abb. 5). Gleichlaufend mit dem Verschwin- 
den der Thrombinaktivitat geht auch die Bindungsfahigkeit des Throm- 
bins fiir Hirudin zuriick, und in dem gleichen MaBe, wie das Ferment 
seine Aktivitaét bei der Dialyse zuriickgewinnt, kénnen auch wieder stei- 
gende Mengen von Hirudin gebunden werden. Wahrend der Blockierung 
der Aminogruppen ist das Thrombin also nicht fahig, Hirudin zu binden. 


Der EinfluB des Hirudins auf die TAME-spaltende Aktivitat 
des Thrombins 


Um den Mechanismus der Hemmung durch fermentkinetische 
Untersuchungen zu klaren, ist die Katalyse der Fibrinogenumwandlung 
ungeeignet. Diese natiirliche Wirkung des Thrombins kann nicht wie 
die anderer Enzyme kontinuierlich gemessen werden. Man muB sich 
vielmehr mit.der Beobachtung des Endzustandes, naimlich der Aus- 
flockung des Fibrins oder den physikalischen Zustandsénderungen, die 
der Gerinnung Vorausgehen, begniigen. Die Fibrinbildung ist zudem, 
wie neuere Untersuchungen (Ubersicht s. l.c.!*) gezeigt haben, ein in 
mehreren Stufen ablaufender Vorgang. Thrombin leitet nur die Um- 
wandlung ein, indem es die Abspaltung eines Polypeptids vom Fibri- 
nogenmolekil bewirkt, ist aber ohne Einflu8 auf die nachfolgende 
Polymerisation zum Fibrin. 

Zum Studium der Hirudinwirkung wurde daher auch die von 
Sherry und Troll! entdeckte hydrolytische Wirkung des Thrombins 
auf das synthetische Substrat p-Toluolsulfonyl-L-arginin-methylester 
(TAME) herangezogen. Die fermentative Hydrolyse dieser Verbindung 
konnte durch die kontinuierliche Neutralisation der freiwerdenden 
Carboxylgruppen gemessen werden. Dadurch wurde es nunmehr még- 
lich, die Kinetik der Thrombinwirkung und ihre Beeinflussung durch 
Hirudin genauer zu studieren. 

Durch Hirudin wurde auch die TAME-spaltende Wirkung des 
Fermentes gehemmt. Die Verwendung des Esters als Substrat ermég- 
lichte die Untersuchung der Hemmung bei sehr hohen Substratkonzen- 
trationen, wie sie von dem natiirlichen Substrat Fibrinogen (Mol.-Gew. 
etwa 350000) nicht mit der gleichen Molaritat hergestellt werden kénnen. 
Dabei zeigte sich, daB Hirudin bei Gegenwart héherer TAME-Konzen- 
trationen in steigendem MaBe vom Thrombin verdraingt wird (Abb. 6). 


13 W. H. Seegers, Advances in Enzymol. 16, 23 [1955]. 
144 §. Sherry u. W. Troll, J. biol. Chemistry 208, 95 [1954]. 
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Mit Hilfe des synthetischen Substrates konnte die Aktivitat des 
Thrombins in einem breiten px-Bereich bestimmt werden, so daB auch 
die Hemmung des Fermentes bei pu-Werten zwischen 5,0—10,0 unter- 
sucht werden konnte (Abb. 7). Zu diesem Zweck wurden aquivalente 
Mengen Hirudin und Thrombin gemischt und die restliche Aktivitat des 
Komplexes bei verschiedenen py-Werten ermittelt. In Ubereinstimmung 
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Abb. 6. Abhangigkeit der Hirudinwirkung von der Substratkonzentration. Throm- 
binlésungen wurden mit steigenden Mengen Hirudin versetzt und die restliche 
Aktivitét des Fermentes bei verschiedenen TAME-Konzentrationen bestimmt. 
Volumen der Ansatze 1,0 ml, Thrombingehalt 10 N.I.H.-E.; TAME-Konzentra- 
tionen: O = 0,01-m.; @ = 0,02-m.; ® = 0,08-m.; @ = 0,15-m.; © = 0,30-m. 
Abb. 7. Die Hemmung der Thrombinaktivitat durch Hirudin bei verschiedenem 
pu (@—®). pxo-Abhangigkeit der Fermentaktivitét (O---Q). Fermentkonzen- 
tration: 10 N.I.H.-E. Thrombin/ml; Hemmstoffkonzentration: 2,5 y Hirudin/ml; 
Substratkonzentration: 0,02-m. TAME. 


mit den Ergebnissen der elektrophoretischen Untersuchung des Throm- 
bin-Hirudin-Komplexes zeigte sich, da8 die Hemmung in einem breiten 
pu-Bereich praktisch unverandert ist und erst bei extremen px-Ab- 
weichungen entsprechend der dann einsetzenden Dissoziation des 
Komplexes verringert wird. 


Versuche mit Diisopropyl-fluoro-phosphat (DFP) 


Gladner und Laki™ haben gezeigt, daB Thrombin durch die 
Einwirkung von DFP inaktiviert wird. Durch Behandlung mit Hydroxyl- 
amin kann das irreversibel gehemmte Ferment teilweise reaktiviert 


16 J, A.Gladner u. K. Laki, Arch. Biochem. Biophysics 62, 501 [1956]. 
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werden. Nach den Untersuchungen von Mounter und Mitarbeitern'” 
ist anzunehmen, daB die Hemmung des Thrombins durch DFP wie die” 
der anderen durch Alkylphosphate inaktivierbaren Fermente auf der” 
Phosphorylierung einer aktiven Gruppe des Fermentes beruht. Diese — 
Annahme konnte durch das in Abb. 8 dargestellte Versuchsergebnis — 
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Abb. 8. Abb. 9. 
Abb. 8. TAME als Schutz des Thrombins vor der Inaktivierung durch DFP. 
TAME-Hydrolyse durch Thrombin (10 N.I.H.-E/ml) gemessen nach 15 Min. 
langer Vorbehandlung des Fermentes mit DFP (2 uMol/ml) bei px 7,2; 0°. Sub- 
stratzugabe (40 uMol/ml) erfolgte nach der DFP-Einwirkung (0), vor dem DFP- 
Zusatz (@). Unbehandelte Kontrolle (0). 
Abb. 9. Hirudin als Schutz des Thrombins vor der Inaktivierung durch DFP. 
Hydrolytische Aktivitét des Thrombins (10 N.I.H.-E/ml) in 0,30-m. TAME- 
Lésung (@); das gleiche gemessen nach 15 Min. langer Vorbehandlung des Fer- 
mentes bei 20° und py 7 mit 2 u.Mol DFP/mi (©); 2,0 y Hirudin/ml (0); 2,0 
Hirudin/ml und 2 uMol DFP/mi (@). 


bestatigt werden, indem gezeigt wurde, daB das Ferment durch sein 
Substrat vor der DFP-Wirkung geschiitzt werden kann. Diese Fest- 
stellung gab Veranlassung, das DFP fiir Untersuchungen der Thrombin- 
Hirudin-Reaktion einzusetzen. Wenn bei der Reaktion zwischen Hirudin 
und Thrombin die aktive Oberfliche des Fermentes blockiert wird, so 


16 L, A. Mounter, H.C. Alexander, K. D. Tuck u. L. T. H. Dien, J. biol. 
Chemistry 226, 867 [1957]. 
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war zu erwarten, daB Thrombin wahrend seiner Bindung an das Hirudin 
gleichfalls vor der DFP-Wirkung geschiitzt ist. Um hierfiir den Nach- 
weis zu erbringen, war es notwendig, das Thrombin nach der Einwirkung 
von DFP aus der Thrombin-Hirudin-Verbindung in Freiheit zu setzen 
und auf seine Aktivitat zu untersuchen. Diese Moglichkeit besteht, 
nachdem festgestellt worden war, daB die Thrombin-Hirudin-Reaktion 
in Gegenwart hoher TAME-Konzentrationen fast vdollig reversibel ist 


' (Abb. 6). Thrombin wurde daher mit einer aquivalenten Menge Hirudin 
_ gemischt und der gebildete Komplex mit DFP behandelt. Danach wurde 
_ TAME in so hoher Konzentration zugesetzt, daB das Hirudin vom 


| Thrombin verdrangt wird. Die Aktivitat des Fermentes wurde sodann 


in iiblicher Weise durch Verfolgung der fermentativen Hydrolyse des 


zugefiigten synthetischen Substrates gemessen. Das frei gewordene 
Ferment ist vor weiterer DF P-Einwirkung durch das nunmebhr anwesende 


- Substrat geschiitzt, so daB auf die Entfernung des DFP vor Beginn der 


Aktivitaétsbestimmung verzichtet werden konnte. 

Wie das Versuchsergebnis (Abb. 9) zeigte, ist das aus der Thrombin- 
Hirudin-Verbindung nach der DFP-Einwirkung in Freiheit gesetzte 
Ferment in seiner Aktivitat fast unverandert, wahrend das nicht an 
Hirudin gebundene Thrombin durch die gleiche Behandlung mit DFP 
einen starken Aktivitatsverlust erleidet. 

Im Hinblick auf die sich daraus ergebenden SchluBfolgerungen war 
von besonderem Interesse, welchen EinfluB eine vorangehende Reaktion 
des Thrombins mit DFP auf die Bindung des Fermentes mit Hirudin 
hat. Thrombin wurde daher durch Behandlung mit DFP inaktiviert 
und danach auf seine Bindungsfaihigkeit mit Hirudin untersucht. Das 
Ergebnis dieser Untersuchung ist in Tab. 2 zusammengefaBt. Demnach 
bindet mit DFP zu 90% gehemmtes Thrombin im gleichen Umfang 
Hirudin wie das unbehandelte Ferment. Die Verbindung zwischen DFP- 
Thrombin und Hirudin wandert bei der Papierelektrophorese (Ver- 
suchsanordnung wie unter Tab. 1) in gleicher Weise wie die zum Ver- 
gleich aufgetragene Verbindung des unverdnderten Thrombins mit 
Hirudin. 

Tab. 2. Der EinfluB von DFP auf die Aktivitat des Thrombins und die Bindung mit 
Hirudin, verglichen mit der Wirkung von Formaldehyd. (Thrombinkonzentration: 
200 N.I.H.-E./ml; DFP-Thrombin: Thrombin, bei py 7,8 und 20° 10 Min. mit 
1-10—-* Mol DFP/ml behandelt ; Formaldehyd-Thrombin: Thrombin, bei py 7,8 und 
20° 10 Min. mit 2 - 10-4 Mol Formaldehyd/ml behandelt.) Fermentaktivitat wurde 
an Fibrinogenlésungen ausgetestet. Die vom Thrombin gebundene Menge Hirudin 
wurde ermittelt, indem das Ferment mit Hirudin im UberschuB versetzt und das 


nicht gebundene Hirudin nach Zusatz von Fibrinogenlésung mit standardisiertem 
Thrombin zuriicktitriert wurde. 





Fermentaktivitat Bindung mit 





in% Hirudin in % 
Thrombin .:...... 100 100 
DFP-Thrombin .. - 10 100 








Formaldehyd-Thrombin : 
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Besprechung 


Die Reaktion zwischen Hirudin und Thrombin ist eine spezifische | 


Reaktion zwischen zwei Proteinen, bei welcher beide ihre Eigenschaften 
als Wirkstoffe verlieren. Nach den hier vorgelegten Untersuchungen 
scheint es sich um die Dildung eines Assoziationskomplexes zu handelin. 
Die Geschwindigkeit der Komplexbildung und die Dissoziation in stark 
saurer und stark alkalischer Lésung machen es wahrscheinlich, daB die 
Komplexbildung durch elektrostatische Anziehung zwischen polaren 


Gruppen der beiden Molekiile zustandekommt. Aus dem geringen Disso. | 


ziationsgrad des Hirudin-Thrombin-Assoziates in einem breiten pq- 
Bereich ist auf hohe Assoziationsenergien zu schlieBen. Demnach kann 
vermutet werden, da8 bei der Komplexbildung mehrere polare Gruppen 
der beiden Molekile beteiligt sind. Diese miissen, um miteinander rea- 
gieren zu k6énnen, raumlich so angeordnet sein, da8 der assoziierende 
Bezirk des Thrombins auf den assoziierenden Bezirk des Hirudins mit 
der gleichen Genauigkeit paBt wie ein Relief auf sein Negativ. Eine der- 
artige ,,Matrizenvalenz‘‘-Bindung!’ besitzt wegen der anzunehmenden 
vielen Bindungsstellen groBe Festigkeit und Spezifitat. Dementspre- 
shend kann sie nur durch Entladung der bindenden Gruppen infolge 
pu-Verschiebungen gelést oder durch chemische Veranderung der Haft- 
bezirke verhindert werden. Da nach den Ergebnissen dieser Arbeit am 


Hirudin freie Carboxylgruppen und am Thrombin freie Aminogruppen | 


von entscheidender Bedeutung fiir die Bildung des Komplexes sind, ist 
anzunehmen, da8 die Bindung in der Hauptsache zwischen diesen 
Gruppen stattfindet. 


Bei der Reaktion zwischen Hirudin und Thrombin, die zur sofor- | 


tigen Blockade der Fermentwirkung fiihrt, wird offenbar die aktive 


Oberflache des Thrombins betroffen. Damit ist die Frage aufgeworfen, F 


welchen EinfluB das Substrat auf die Hirudin-Wirkung hat. 

Eine Abhangigkeit der Hirudinwirkung von der Fibrinogenkon- 
zentration, die fiir eine Konkurrenz zwischen Hirudin und Substrat um 
das aktive Zentrum gesprochen hatte, konnte nicht beobachtet werden. 
Die Steigerung der Fibrinogenkonzentration auf das 10fache (Abb. 1) 
hatte keinen Unterschied in der Hemmung zur Folge. Diese Feststellung 
schlieBt jedoch nicht aus, daB Hirudin nicht dennoch mit dem aktiven 
Zentrum des Thrombins reagiert. Im Vergleich zur Dissoziation der 
Thrombin-Hirudin-Verbindung (K;~10-1°) ist die Dissoziation des 
Thrombin-Fibrinogen-Komplexes sehr viel gréBer. Die Differenz 
zwischen den Affinitaéten des Hemmstoffes und des Substrates zum 
Ferment ist als so groB anzunehmen, da eine Verdrangung des Hemm- 
stoffes durch das Substrat Fibrinogen nicht eintritt. Der erwartete Ver- 
drangungseffekt lieB sich aber bei Verwendung hoher Konzentrationen 
eines synthetischen Substrates (TAME) mit vergleichsweise héherer 
Affinitaét zum Thrombin erzeugen. 


17 G. Scheibe, in H. Friedrich-Freksa, Zwischenmolekulare Krafte, 
Verlag G. Braun, Karlsruhe 1949. 
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Die Annahme, da8 Hirudin das aktive Zentrum des Thrombins 
blockiert, wird dadurch bestatigt, daB die Wirkung von DFP, einem 
Stoff, der nachweislich mit dem aktiven Zentrum des Fermentes reagiert, 
durch Hirudin verhindert werden kann. Damit scheint zunachst die 
Feststellung in Widerspruch zu stehen, daB die Thrombin-Hirudin- 
Reaktion durch eine vorangehende Phosphorylierung des Fermentes mit 
DFP nicht verhindert wird. Eine befriedigende Erklarung dafiir liefern 
die neuerdings entwickelten Vorstellungen iiber die Funktionen des 
aktiven Zentrums bei den proteolytischen und esterspaltenden Fermenten 
(Ubersicht s. 1.c.18). Diese beinhalten, daB das aktive Zentrum am Fer- 
mentmolekiil durch zwei verschiedene Gruppierungen gebildet wird. 
Die eine besteht vermutlich aus mehreren funktionellen Gruppen, die 
als Haftstellen fiir verschiedene Teile des Substrates fungieren. Die 
andere stellt die Wirkgruppe dar, welche die Spaltung der hydrolysier- 
baren Peptid- oder Esterbindung bewirkt. Die erstere ist fiir die Sub- 
stratspezifitat verantwortlich und sorgt fiir die Fixierung des Substrates 
in einer solchen Stellung, daB die relativ unspezifische Wirkgruppe in 
Funktion treten kann. 

Da DFP einige Esterasen und Peptidasen mit sehr unterschiedlicher 
Substratspezifitat inaktiviert, liegt die Annahme nahe, daB DFP nicht 
mit den Gruppen reagiert, welche fiir die Substratspezifitat der Fermente 
bestimmend sind. Vielmehr ist nach allen Untersuchungen iiber die 
Reaktion der Alkylphosphate mit derartigen Fermenten'* anzunehmen, 
da die durch DFP phosphorylierte Gruppe die unspezifische Wirkgruppe 
ist. Diese scheint aber kein Haftpunkt fiir Hirudin zu sein, da es vom 
Thrombin trotz dessen vorangegangener Phosphorylierung gebunden 
wird. Die Schutzwirkung des Hirudins gegen DFP lieBe sich dann in 
dem Sinne deuten, daB Hirudin mit denjenigen Gruppen des aktiven 
Zentrums reagiert, welche die Bindung mit dem Substrat vermitteln, 
und daB hierdurch die katalytisch wirksame Gruppe im Thrombin- 
Hirudin-Komplex abgeschirmt ist. 
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Zusammenfassung 


Die blutgerinnungshemmende Wirkung des Hirudins beruht auf 
seiner spezifischen Reaktion mit dem Thrombin, wodurch beide Pro- 
teine ihre Eigenschaft als Wirkstoffe verlieren. 

Nach Art und Verlauf der Reaktion handelt es sich um die Bildung 
eines Assoziationskomplexes, der in der Hauptsache durch elektro- 
statische Anziehung zwischen polaren Gruppen von spezifischer raum- 
licher Anordnung zustande kommt und in dem gesamten pu-Bereich, 
in dem Thrombin wirkt, praktisch undissoziiert ist. 

Fiir das Zustandekommen der Reaktion sind am Thrombin Amino- 
gruppen und am .Hirudin Carboxylgruppen von entscheidender Bedeu- 


18 QO. Hoffmann-Ostenhof, Enzymologie, Springer-Verlag, Wien 1954. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 312 7 
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Wirkstoffe zum inaktiven Komplex. 

Die Reaktion mit Hirudin hat auch eine Hemmung der hydro. 
lytischen Wirkung des Thrombins auf -Toluolsulfonyl-L-arginin. 
methylester zur Folge. Durch hohe Konzentrationen dieses synthetischen 
Substrates wird Hirudin aus seiner Bindung mit Thrombin verdrangt. 

Wahrend seiner Bindung an Hirudin ist Thrombin vor der inakti- 
vierenden Wirkung des Diisopropyl-fluoro-phosphats geschiitzt. Eine 
vorherige Einwirkung von DFP verhindert aber nicht die Reaktion des 
Fermentes mit Hirudin. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden dahin ausgelegt, da 
bei der Reaktion zwischen Thrombin und Hirudin die substratbindenden 
Gruppen des Fermentes blockiert werden. 


Summary 


The anticoagulatory action of hirudin on blood depends upon its | 
specific reaction with thrombin whereby both proteins lose their pro. | 


perties as active materials. 

According to its nature and course, the reaction involves the for- 
mation of an association complex which takes place mainly by means 
of an electrostatic attraction between polar groups with specific steric 
arrangements and which is practically undissociated throughout the 
whole px range in which thrombin is active. 

The amino groups of thrombin and the carboxyl groups of hirudin 
are of decisive importance in the reaction. The de-ionization of these 
groups by means of py shifts or chemical modification prevents the 
union of the two protein components to form the inactive complex. 

The reaction with hirudin also brings about an inhibition of the 
hydrolytic activity of thrombin towards p-toluenesulfonyl-L-arginine- 


methyl ester. At high concentrations of this synthetic substrate hirudin 


is displaced from its binding with thrombin. 


While bound to hirudin, thrombin is protected from the inactivation | 


effect of diisopropyl-fluoro-phosphate. A previous exposure to diiso- 





tung. Die Entionisierung dieser Gruppen durch pu-Verschiebung oder 
chemische Veraénderung verhindert das Zusammentreten der beiden | 








propyl-fluoro-phosphate, however, does not prevent the reaction of ¢,H, CK 


the enzyme with hirudin. 

The results of these investigations are interpreted to mean that the 
substrate binding groups of the enzyme are blocked in the reaction 
between thrombin and hirudi 


I 
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Stoffwechseluntersuchungen an Pharmazeutika, III? 


Stoffwechsel von 
Diphenylmethan-disulfonsadure-(4.4’)-diamid 
bei der Ratte 


Von 


Hans Medenwald, Lothar Koester und Walter Maul 


Aus dem Isotopenlaboratorium der Farbenfabriken Bayer AG, Werk Wuppertal-Elberfeld, 
Leiter: Dr. B. Duhm 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1958) 


Diphenylmethan-disulfonséure-(4.4’)-diamid ist ein Diureticum?*. 
Die Verbindung iibt einen spezifischen Hemmeffekt auf das Ferment 
Carboanhydratase aus, welches reversibel die Reaktion H,O + CO, == 
H,CO, katalysiert. Die Ausscheidungsverhialtnisse nach Gabe von 
Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-diamid wurden mit Hilfe der 14C- 
markierten Substanz bei der Ratte untersucht. 

Synthese von Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-di- 
amid-[methylen-14C]: Nach bekannten Methoden wurde aus Barium- 
carbonat-[!4C] erhaltenes Kohlendioxyd-[14C] mit Phenylmagnesium- 
bromid zu Benzoesiure-[carboxyl-4C] umgesetzt. Diese wurde mittels 
Thionylchlorids in ihr Saéurechlorid tibergefiihrt, welches mit Benzol 
nach Friedel-Crafts Benzophenon-[carbonyl-4C] (I) lieferte. I wurde 
nach Wolff-Kishner zu Diphenylmethan-[methylen-'*C] (II) reduziert 
und dieses mit Chlorsulfonsaéure zu Diphenylmethan-disulfonsiure-(4.4’)- 
dichlorid-[methylen-'*C] (III) umgesetzt, welches mit Ammoniak Di- 
phenylmethan-disulfonséure-(4.4’)-diamid-[methylen-4C] (IV) ergab. 


NH; 


,u,Co-c,H, Pedukton= _. on..CH, C,H, 88. cio,8-C,H,-CH,C,H,s0,c1 22, 


Wolff-Kishner 


II 
IV 


I III 


1 TI. Mitteil.: G.L. Haberland, H. Medenwald u. L. Koster, diese Z. 
306, 235 [1957]. 
2 E. Schraufstatter, G.Schmidt-Kastner u. W. Wirth, Medizin und 
Chemie 5, 107 [1956], Verlag Chemie GmbH., Weinheim (BergstraBe). 
* Das Praparat wird unter dem Warenzeichen: Nirexon ® von den Farben- 
fabriken Bayer AG, Leverkusen, in den Handel gebracht. 
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Beschreibung der Versuche 


Diphenylmethan-[methylen-“C] (II): 638 mg Benzophenon-[carbony]- 
4C] (I), in tiblicher Weise aus Ba!*CO, (987 mg, 15 mC) iiber Benzoeséure® und 
Benzoylchlorid nach Friedel-Crafts erhalten, wurden mit 3,3 ccm Athylenglykol, 
200 mg Natriumhydroxyd und 0,4 cem 94-proz. Hydrazinhydrat 16 Stdn. in einer 
kleinen RiickfluBapparatur bei einer Badtemperatur von 200—210° erhitzt. Nach 
Abkiihlen wurde mit 10 com Wasser versetzt und mit 40 cem Ather ausgeschiittelt, 
Die atherische Phase wurde mit wenig Wasser gewaschen und mit wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet. Aus dem getrockneten Atherextrakt kristallisierten nach 
Abdampfen des Athers im Eisschrank 542 mg II. 

Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-dichlorid-[methylen-“C] (III): 
In einem 100 ccm Dreihals-Schliffkolben mit KPG-Riihrer wurden 9 cem Chlor- 
sulfonsaure vorgelegt und unter Riihren bei Zimmertemperatur 1,8 g Natrium- 
chlorid und 2,542 g durch Kiihlung verfestigtes Diphenylmethan (542 mg C- 
markiertes II und 2g inaktives II) gleichzeitig portionsweise eingetragen. Ks 
muBte langsam eingetragen werden, da Chlorwasserstoff entwickelt wurde, so daf 
bei zu schnellem Eintragen das Reaktionsgemisch iiberschiumte. Der Kolben war 
durch eine Schlauchableitung mit dem Abzug verbunden. Nach der Zugabe von 
Natriumchlorid und II wurde der Tubus geschlossen und 16 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur geriihrt. Hierauf wurde abgekiihlt und langsam 60 cem Ather und so- 
dann 30 ccm Wasser unter Riihren zugegeben, wobei die Innentemperatur unter 
20° gehalten wurde. Es wurde in einem Scheidetrichter mit wenig Ather und Wasser 
verdiinnt bis zwei leicht trennbare klare Phasen vorlagen. Die atherische Phase 
wurde mit Wasser gewaschen und kurz iiber gegliihtem Kaliumcarbonat getrocknet. 
Der filtrierte Atherextrakt wurde im Vak. unterhalb Zimmertemperatur auf 
5—10 cem eingeengt, wobei die Kristallisation von III einsetzte. Durch Zugabe 
von Petrolather bis zur schwachen bleibenden Triibung wurde gefallt, nach einiger 
Zeit abgesaugt und mit Ather/Petrolather (1:1) gewaschen. Ausb. 2,2 g. 

Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-diamid-{[methylen-“C] (IV): 
2,2 g IIL wurden in 10 com mit Ammoniak gesittigtes Athanol eingetragen und 
unter RiickfluB zum Sieden erwarmt. Nach 1 Stde. wurden 20 ccm heiBes Wasser 
zugegeben. Nach Animpfen lie8 man im Eisschrank auskristallisieren. Das Roh- 
produkt wurde in 50 ccm siedendem Wasser aufgenommen (geringe Mengen eines 
dligen Riickstandes blieben ungelést), mit Tierkohle behandelt und das klare heife 
Filtrat mit 10 ccm konz, Salzséure versetzt. Nach Stehenlassen im Eisschrank 
wurden 1,12 g IV vom Schmp. 181° gewonnen. Gesamtaktivitat: Ber. 2,19 mC, 
was einer Ausbeute von 14,6%, auf Bariumcarbonat-[!4C] bezogen, entspricht, 
gef. 2,1 + 0,2 mC. 


Methodik 


Tierversuche: 150—200g schweren Ratten (Sprague-Dawley-Inzucht- 
stamm) wurde Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-diamid-[methylen-4C] mittels 
Metallsonde, in Tween 80 suspendiert, oral zugefiihrt. Die Tiere wurden in Spezial- 
kafigen gehalten, so daB eine einwandfreie Trennung von Kot und Harn gewahr- 
leistet war. Der Harn wurde in eisgekiihlten MeSzylindern gesammelt, IV kristal- 
lisierte nach Verabreichung hoher Dosen unverandert aus dem Harn der Versuchs- 
tiere aus und wurde-durch Versetzen des Harns mit Athanol in Lésung gebracht. 

Papierchromatographie: Chromatographiert wurde auf Schleicher & 
Schiill-Papier 2043 b Gl, absteigend, Streifenbreite 25mm, Lange Start-Front 
250—350 mm, Temperatur 22°, aufgetragene Urinmengen 0,05—0,2 cem, Lésungs- 
mittelsysteme: 1. Butanol/Kisessig/Wasser, 4: 1: 1; 2. wassergesatt. Butanol; 3. Bu- 
tanol/ammoniakgesatt. Wasser/Wasser, 4: 1:5, organ. Phase. 


8 Analog der Darstellung von 2-Methoxy-benzoesaure-[carboxyl-4C] unter 
Verwen lung der gleicien Appara‘ur und gleicher aquimolarer Mengen, vgl, H. 
Medenwald u. G. L. Haberland, diese Z. 306, 229 [1957]. 
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Hochspannungselektrophorese: Apparatur der Firma Hormuth nach 
Wieland und Pfleiderer‘; Puffer: pq 6,5 (100 ccm Pyridin, 10 ccm Kisessig, 
890 com Wasser), Papier: Whatman Nr. 1, Spannung ~50 V/cm, Versuchsdauer 
etwa 60 Min. 

MeBanordnung: Zur Ausmessung der Radiochromatogramme von Harn- 
proben diente eine friiher beschriebene MeBanordnung'. Der Chromatographie- 
streifen wird dabei an einem in der Seitenwand eines Zylinderzahlrohres (Methan- 
Durchflu8-Zahlrohr) befindlichen Schlitz (4x 35 mm) vorbeigezogen, der mit einer 
Zaponfolie von weniger als 0,1 mg/qem abgeschlossen ist. Die Zihlraten wurden 
iiber ein counting-rate-meter von einem, mit dem Papierstreifen synchron laufenden 
Linienschreiber registriert. Diese Anordnung hat eine hohe Nachweiswahrschein- 
lichkeit fiir weiche $-Strahlung, die es erméglichte, Chromatogramme mit sehr 
geringer Aktivitat zu registrieren. 

Fiir die Bestimmungen der Aktivitaétskonzentrationen im Tierkérper, in den 
Faeces und im Harn standen geeichte MeBanordnungen zur Verfiigung. Die MeB- 
proben in sattigungsdicker Schicht wurden in einem 22-DurchfluBzahlrohr ge- 
messen. Diese Anordnung haben wir mit kalibrierten 4C-Substanzen geeicht, so 
daB wir aus den fiir feste MeBproben ermittelten Zahlraten die 14C-Konzentrationen 
in uC/g angeben kénnen. 

Tierkérper und Faeces wurden homogenisiert, gefriergetrocknet und pulveri- 
siert. Aus den getrockneten, pulverisierten Substanzen lieBen sich gut homogene 
PreBlinge von 2 qem Flache und 0,5—1 mm Dicke herstellen, die in dieser Form 
gemessen wurden. 

Vom Harn haben wir 0,05 ccm von Filterpapierscheibchen mit 2 qem Flache 
aufsaugen lassen und nach dem Eintrocknen feste und sattigungsdicke Praparate 
von gut reproduzierbarer Form erhalten, aus deren Messung sich die Konzentration 
des Harns in wC/ccm bestimmen lieB. 

Die Aktivitat von IV war zu hoch, um iiber das feste, sattigungsdicke Praparat 
ermittelt werden zu kénnen. Wir haben daher durch Lésen einer eingewogenen 
Menge der Substanz in Formamid eine verdiinnte Lésung hergestellt, die in fliissiger 
Form direkt im 2x-DurchfluBzahlrohr gemessen werden konnte. Aus der Zahlrate 
laBt sich dann die 14C-Konzentration der Lésung und damit auch die der gelésten 
Substanz berechnen. 

Auf diese Weise ist eine Bestimmung der Aktivititen in den fliissigen und 
festen Ausscheidungen und im Tierkérper in einer absoluten MaBzahl (uC) méglich, 
mit deren Hilfe die angegebenen relativen Werte fiir Ausscheidung und Verbleib 
der verabreichten Substanz ermittelt worden sind. 

Zusatzlich haben wir die relative Aktivitatsausscheidung im Harn durch ein- 
fache Vergleichsmessungen bestimmt. Hierbei wurden die Zaihlraten der vom Filter- 
papier aufgesaugten Harnproben mit der Zahlrate eines Bezugspraparates ver- 
glichen, das aus einer Lésung der verabreichten Substanz in nicht radioaktivem 
Harn hergestellt worden war (gegebenenfalls Alkoholzusatz als Lisungsvermittler). 
Die auf diesem Wege gewonnenen Ergebnisse stimmten innerhalb statistischer 
Fehler mit den iiber die Absolutbestimmungen erhaltenen Ergebnissen iiberein. 


Ergebnisse 


20 miannliche und 10 weibliche Ratten erhielten oral Dosen von 
10—500 mg/kg Diphenylmethan-disulfonsaure-(4.4’)-diamid-[methylen- 
MC] (IV; spezif. Aktivitat 0,2—1,9 wC/mg). Kot und Harn wurden ge- 
trennt iiber 48 Stunden portionsweise aufgefangen. In den Faeces war 
keine Aktivitét enthalten. Im Harn der Versuchstiere konnte nur 
unveraindertes IV aufgefunden werden. Die Verbindung wird vom Orga- 
nismus nicht abgebaut. 


4 T. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955]. 
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Der Nachweis der unverinderten Ausscheidung wurde durch papier- 
chromatographische und hochspannungselektrophoretische Trennung des 
Harns erbracht. In den Chromatogrammen und Pherogrammen trat je- 
weils nur eine Aktivitaétsbande auf, die unverindertem IV entsprach. 
Ry-Werte in oben angegebenen Lésungsmittelsystemen: 1. Butanol/Eis- 
essig/Wasser: 0,72; 2. wassergesitt. Butanol: 0,68; 3. Butanol/Ammo- 
niak/Wasser: 0,67. Die nach Gabe héherer Dosen aus dem gekiihlten 
Urin ausfallende Verbindung wurde durch Misch-Schmelzpunkt mit 
einem authent. Praparat als IV identifiziert. 
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Stdn.nach Gabe —=— 


Ausscheidungsverlauf oral verabfolgten Diphenylmethan -disulfonsaure - (4.4’)- 
* diamids-[methylen-'*C] im Rattenharn. 


Den Ausscheidungsverlauf nach oraler Gabe von 30 mg IV/kg zeigt 
obenstehende Abbildung. Der stark durchgezogenen Kurve liegen die 
MeBwerte einer 170g schweren mannlichen Ratte zugrunde. Die ge- 
strichelt dargestellten Begrenzungslinien beiderseits der durchgezogenen 
Kurve lassen die biologische Schwankungsbreite von drei untersuchten 
miannlichen und drei weiblichen Ratten gleichen Gewichts erkennen. 
Wahrend der 48-stdg. Versuchszeit erhielten die Tiere aus versuchs- 
technischen Griinden weder Futter noch Wasser, der Harn wurde por- 
tionsweise aufgefangen, die Aktivitat der einzelnen Harnportionen be- 
stimmt, summiert und relativ zur verabreichten Aktivitét gegen die 
Zeit aufgetragen. Da IV unveriandert ausgeschieden wurde, stellt die 
dargestellte Kurve den zeitlichen Ausscheidungsverlauf der oral zuge- 
fiihrten Verbindung selbst dar. Das Ergebnis zeigt, da nach 5—6 Stdn. 
50% der verabreichten Menge mit dem Harn ausgeschieden worden sind ; 
nach 24 Stdn. waren iiber 90% ausgeschieden, wihrend die Ausschei- 
dung nach 48 Stdn. praktisch abgeschlossen war. Dieses Ergebnis wurde 
durch Bestimmung der Restaktivitit im Tier bestitigt. Es konnte 
maximal noch 1% der verabreichten Aktivitét als im K6rper nach 
48 Stdn. verbleibende Restaktivitat erfaBt werden. 

Bei entsprechenden Versuchen mit Dosen von 60 mg/kg fanden wir 
nach 48 Stdn. bis maximal 5% der verabreichten Aktivitaét im Tier- 
kérper. Den weiteren Ausscheidungsverlauf haben wir an 4 Tieren unter- 
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sucht, die in den ersten 48 Stdn. nach Gabe von 60 mg/kg oral in ihrer 
gewohnten Umgebung bei Futter und Wasser verblieben. Die in den fol- 
genden 24 Stdn. gelassenen Harnportionen wurden aufgefangen und die 
in ihnen ausgeschiedenen Aktivitaten bestimmt. Sie betrugen fiir die 
Zeit zwischen 48 und 72 Stdn. 2—3% der verabreichten Aktivitat. Wir 
schlieBen daraus, daB die nach 48 Stdn. im K6rper gefundene Rest- 
aktivitét in den folgenden 24 Stdn. praktisch vollstaéndig tiber den 
Harn ausgeschieden wird. 


Zusammenfassung 


Es wird eine von Bariumcarbonat-[#4C] ausgehende Synthese von 
Diphenylmethan - disulfonsaure - (4.4’)- diamid-[methylen-4C] (IV) be- 
schrieben. IV ist ein Diuretikum. Die Verbindung wird vom Ratten- 
organismus mit dem Harn unverandert wieder ausgeschieden. Bei einer 
Dosis von 30 mg/kg p.o. wurde eine biologische Halbwertszeit von 5 bis 
6 Stdn. und eine praktisch vollstandige Ausscheidung 48 Stdn. nach 
Verabreichung ermittelt. 


Summary 


A synthesis of diphenylmethane-(4.4’)-disulfonic-acid-amide-[methy- 
lene-!4C] (IV) is described. IV is a diuretic. The compound is excreted in 
the urine unchanged by the rat. At a dose of 30 mg/kg p.o., a biological 
half-life period of 5—6 hr. has been determined while 48 hr. after ad- 
ministration, the compound is almost completely excreted. 
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Verteilung und Halbwertszeit 
der Erucaséure nach Rapsélgaben an Ratten* 


Von 


Heribert Wagner, Esther Seelig und Karl Bernhard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1958) 


Kirzlich haben wir in Versuchen an Ratten die Beeinflussung der 
Fettséurezusammensetzung der Korper- und Organlipide durch die Fette 
der Nahrung untersucht!. Dabei wurden nicht unphysiologische Fett- 
diiiten, vielmehr ein Futter verabreicht, das nur 10° des zu priifenden 
Fettes enthielt. Es zeigte sich, da unter solchen Bedingungen von einer 
Anderung der Fettsiurezusammensetzung nach Gaben gebrauchlicher 
Fette wie Butter, Margarine, Oliven6l nicht die Rede sein kann. Indessen 
steigt der Gehalt an Linolsaure sehr ausgepragt an, wenn die Nahrung 
Sonnenblumend6l enthalt. 

Es ergibt sich die Frage, ob dieses Verhalten unter anderem durch 
den essentiellen Charakter dieser Polyenfettsiure bedingt ist oder kérper- 
fremden Fettsiuren allgemein zukommt. Zu den letzteren, die der 
Organismus also nicht aufbauen kann, gehért auch die Erucasaure, 
CH,-[CH,],,;CH=CH-[CH,],,-CO,H, und es schien uns ein Vergleich 
ihres Verhaltens mit demjenigen der Linolsiure von Interesse. 

Wir haben daher nach Gaben von Rapsél, das zu Ernahrungs.- 
zwecken dient und bekanntlich reich ist an Erucasaure, deren Verteilung 
und Halbwertszeit im Organismus der Ratte bestimmt. 

Zum ersteren Vorhaben wurden ausgewachsene, etwa 350 g schwere, 
miannliche Tiere mit einer Raps6l enthaltenden Nahrung, welche ad 
libitum zur Verfiigung stand und anschlieBend an eine kurze Periode 
kalorischer Einschrankung gegeben wurde, wihrend sechs Monaten ge- 
fiittert und dann getétet. Aus Leber, Herz, Lunge, Nieren, Milz, Darm, 
Knochen, perirenalem Fettgewebe und Carcass** haben wir die Gesamt- 
lipide isoliert und mittels einer Polyaéthylensiule in Neutralfett und 
Phosphatide getrennt. Diese Fraktionen wurden zur Gewinnung des 
Fettsiuregemisches verseift und dasselbe durch quantitative Papier- 
chromatographie auf Erucasiure, Behensiure, Stearinsiure, Ol- und 
Palmitin- sowie Linol- und Palmitoleinsiure analysiert. Die Ergebnisse 
sind aus Tab. 1—6 ersichtlich. 


* Studien zur Biochemie der essentiellen Fettsauren, IV. Mitteilung (III. Mit- 
teil. vgl. Helv. chim. Acta 41, 1155 [1958]. 
** Eviscerierter Kérper ohne Kopf. 
1H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, Schweiz. med. Wschr. 87, 1423 
[1957]. 
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Tab. 1. Prozentuale Zusammensetzung der Fettsiuren aus dem Neutralfett 

und den Phosphatiden der Leber. 

" piuiiitare sibadittietaan Olsdure und Linolséure und 
Tier ee Palmitinsiure | Palmitoleinsaiure 
Nr. | N.-Fett Phosph.| N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph. 

1— 2 1,8 0 5,2 29,9 76,0 56,9 17,0 13,2 
3— 4 2,7 0 4,0 32,2 66,4 53,0 27,0 14,8 
5— 6 2,7 0 6,7 28,3 72,6 57,3 18,1 14,3 
7— 8 2,3 0 6,6 31,4 66,5 58,2 24,6 10,3 
9—10 2,5 0 4,1 30,0 70,8 62,7 22,6 7,4 
Tab. 2. Prozentuale Zusammensetzung der Fettsiuren aus dem Neutralfett 
und den Phosphatiden aus Herz, Lunge, Niere und Milz. 
Tier 1—5 Tier 6—10 
N.-Fett | Phosph. | N.-Fett | Phosph. 
Herz Erucasture....... 4,6 Zouk 4,4 2,6 
Stearinsfure. ...... 9,6 38,1 15,6 42,9 
Ol- und Palmitinsaure 60,0 49,0 55,4 44,5 
Linol- und Palmitoleinséure 25,8 10,7 24,7 10,2 
Lunge Erucasfure....... 5,1 1,0 10,5 1,0 
Stearinsiure. ...... 11,3 12,8 10,3 13,7 
Ol- und Palmitinsaure 68,9 69,3 61,3 69,8 
Linol- und Palmitoleinsaure 14,7 17,0 17,8 15,4 
Niere Erucasfure....... 3,3 21 4,4 3,0 
Stearinsiure. ...... 12,1 35,5 12,4 33,5 
Ol- und Palmitinsaéure 60,8 54,8 70,7 56,7 
Linol- und Palmitoleinsaéure 24,0 7,8 12,5 6,8 
Milz Erucasaure ....... 5,4 3,1 3,8 2 
Stearinsiure. ...... 18,8 21,6 17,0 22,8 
Ol- und Palmitinsdure 68,2 66,3 64,3 66,6 
Linol- und Palmitoleinsaéure 8,0 9,1 15,0 8,4 
Tab. 3. Zusammensetzung der Fettsiuren aus dem Neutralfett 
und den Phosphatiden des Darmes. 
Neutralfett Phosphatide 
Fettsauren Tiere Tiere 
1—2 | 3—4 | 5—6 | 7—8 | 9—10} 1—6 |7—10 
Erucasture ....... 7,0 4,9 7:2 5,5 17 5,6 3,1 
Behensfure ....... 2,6 338 |< <l <i 3,2 1,8 
Stearinsfure. ...... 11,5 | 11,8 11,0 8,4 | 14,1 | 25,1 | 24,0 
Ol- und Palmitinséure . . 63,9 | 71,2 | 66,8 | 74,6 | 70,4 | 55,8 | 60,0 
Linol- und Palmitoleinsaéure 15,0 8,4 14,8 | 11,2 7,4 | 10,3 | 11,0 
Zur Ermittlung der biologischen Halbwertszeit fiitterten wir 
40 etwa 300 g schwere, mannliche Ratten mit rapsdlhaltiger Diait wah- 
rend etwa 45 Tagen. Dann haben wir sie fettarm, ohne jegliches Rapsél 
ernéhrt und gruppenweise (je 10 Tiere) am ersten. sechsten, elften bzw. 
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Tab. 4. Zusammensetzung der Fettsiuren aus dem Neutralfett 
und den Phosphatiden der Knochen. 





Neutralfett | Phosphatide 





Erucasfure ........ 4,2 3,8 
Behenséure........ 0 0 
Stearinsaure. ....... 5 Ps | 20,2 
Ol- und Palmitinsiure . . . 68,7 61,2 
Linol- und Palmitoleinsaure . 19,5 





| 14,9 


Tab. 5. Zusammensetzung der Fettséuren aus dem perirenalen Fett. 








Tier Nr. 1421 3 | 4 Is+e| 7 | s | 9 | 10 
Eracasiure .... | 43] 40] 52] 60] 51/1 32] 69] 33 
Steerinebare . . 38| 45] 47/ 36) 57| 51] 54] 56 


Ol- u. Palmitinséure 74,2 | 72,1 | 76,3 | 72,0 | 66,7 | 72,3 | 70,0 | 71,4 
Linol- u. Palmitolein- 
ORO. 5552 3 Bate 17,7 | 19,5 | 13,9 | 18,4 | 22,7 | 19,4 | 17,8 | 19,5 











Tab. 6. Zusammensetzung der Fettsiuren aus dem Neutralfett 
und den Phosphatiden des Carcass. 








: Olsiure u. | Linolsaure u. 
Tier Eruca- Behen- Stearin- Palmitin- Palmitolein- 
Nr. — etioates _— saure saure 

N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph.| N.-Fett | Phosph. 
1 4,7 3,7 0 4,4 7,5 | 22,0 | 67,3 | 63,0 | 20,6 | 6,8 
2 7,2 2,7 0 2,9 9,2 | 22,4 | 63,0 | 62,3 | 20,6 | 9,7 
3 5,7 4,7 0 4,0 6,8 | 33,1 | 69,8 | 54,5 | 17,6 | 3,6 
4 5,0 5,1 0 3,6 7,6 | 26,0 | 70,2 | 58,0 | 17,2 7,4 
5 5,9 1,9 0 2,1 6,5 | 31,0 | 70,4 | 60,0 | 17,3 | 5,2 
6 6,7 5,3 0 4,6 730 1 27,7 | 66,7 | 662 | 207 6,2 
7 3,1 4,8 0 3,8 8,0 | 26,8 | 65,7 | 56,4 | 23,2 8,1 
8 1,8 3,5 0 3,1 6,9 | 28,0 | 69,4 | 60,6 | 22,0 | 4,9 
9 5,9 2,6 0 3,6 5,4 | 25,0 | 77,3 | 59,9 | 11,5 | 8,8 
10 5,8 2,8 0 1,0 6,6 13,7 | 72,8 | 75,8 | 14,7 7,0 
































zwanzigsten Tage getétet. Dabei wurden aus dem Carcass, der Leber, 
der Lunge, der Haut, dem Darm und ferner aus Proben des mesenterialen, 
perirenalen und genitalen Fettes, die Fettsiuren isoliert und auf ihren 
Gehalt an Erucasaure analysiert (s. die Abbildung). In der Leber war 
keine Erucaséure nachweisbar. 


Experimentelles 


Das verwendete Raps6l zeigte die folgende Zusammensetzung: Erucasaure 
42%, Linolséure 18%, Linolenséure 8%, Olsdure und Palmitinséure 21%, Stearin- 
siure 11%. 

Die Tiere wurden durch Dekapitierung getétet und die Organe sofort entfernt. 

Zur Gewinnung der Gesamtlipide haben wir das Material, also z. B. die 
Organe, im Homogenisator in Aceton verteilt und einige Tage stehen lassen. Den 
festen Riickstand extrahierten wir 8—10 Stdn. im Soxhlet mit Chloroform/Ather 
(1:1). Aceton und Extrakt wurden vereinigt, weitgehend eingeengt und mit Petrol- 
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ither ersch6pfend ausgezogen. Diesen haben wir sodann abdestilliert und die ver- 
bleibenden Lipide gewogen. Der extrahierte Gewebsriickstand wurde im Vakuum- 
Trockenschrank getrocknet. Die Organgewichte und Ausbeuten an Gesamtlipiden 
enthalten Tab. 7 und 8. 


































Tab. 7. Organgewichte und Ausbeuten an Gesamt-Lipiden; alle Angaben in g. 







































































Tier Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Tiergewicht. . . | 425 | 380 | 425 | 470 | 330 | 390 | 440 | 415 | 490 | 415 
Carcassgewicht . | 318 | 292 | 316 | 349 | 260 | 293 | 334 | 315 | 349 | 309 
Lebergewicht . . 28,2 30,1 21,7 24,1 26,3 

= 2 Darmgewicht . . 8,5 13,1 10,0 13,5 14,2 

0 Perirenalfett . . 19,8 9,7 | 10,0 16,5 8,8 | 10,1] 9,4 | 7,4 

: Gesamt-Lipide 

Sus 

1,4 Carcass ... . |48,5 | 34,0] 47,2 | 48,8 | 29,9 | 28,1 | 384 | 501 | 35,0 | 31,4 
| dal sce seleam i 1,39 1,20 1,07 1,21 1,18 

5 erin Fs, Coy 0,254 0,330 0,303 0,487 0,373 
Perirenalfett . . 17,7 7,6 | 8,2 14,5 70| 8,7 | 7,9 | 5,9 

Tab. 8. Organgewichte und Ausbeuten an Gesamt-Lipiden. 

= Gewicht in g Gesamt-Lipide in mg 

hy Organ Tier Tier Tier Tier 

™ 1—5 6—10 1—5 6—10 

lat mee es eae 11,1 12,3 412 437 

8 RM a neo Sea 5,5 4,9 128 105 

en Mere; rere Zeek 5,1 5,0 166 161 

6 2 OS aS ae 11,8 10,9 528 639 

: 4 IS i oe 18,2 648 

9 

2 Zur Trennung der Gesamtlipide in Neutralfett und Phosphatide beniitzten 

1 wir Kolonnen von etwa 2 cm Durchmesser und 50 cm Lange. Sie wurden bis zur 

9 Halfte mit Polyathylenpulver (Hostalen W, PliiB-Stauffer, Oftringen) gefiillt und 

8 mit 200 ml iiber Calciumchlorid getrocknetem Aceton gespiilt. Wir lésten 0,5 bis 

0 1g der Lipide in wenig Ather, fiigten etwa die Halfte des Polyathylenpulvers aus 

der Kolonne hinzu und geniigend Aceton zur Aufschlimmung. Nun wurde im 
Vak. bis zur Trockene eingedampft und der Riickstand mit Aceton quantitativ 

er, auf die Kolonne gebracht. Durch langsames Durchlaufenlassen von 200 mi Aceton 

en, laBt sich die Neutralfettfraktion herauslésen. Dann lieBen wir 200 mi Chloroform/ 


“en Methanol (1:1) durchflieBen und erhielten die Phosphatidfraktion. Beide Frak- 
tionen haben wir nun so oft rechromatographiert, bis der P-Gehalt der Neutral- 


_ fette weniger als 0,1% betrug, und derjenige der Phosphatide nicht mehr anstieg. 
Die erhaltenen P-Werte sind: 

Phosphatide aus Leber Darm Herz Lunge Niere Milz Carcass 
ire OBE. aha esw ze 3,42 1,96 3,33 3,51 3,73 2,38 2,19 
in- Nach Verseifung mit methanolischer KOH wurde wie iiblich das Unverseif bare 

entfernt und nach Ansauern mit Salzsiure das Fettsiuregemisch mit Petrolaither 
nt. ausgeschiittelt. Letzteres analysierten wir nach der von uns beschriebenen Methode?. 
die Olsiure und Palmitinséure bzw. Linol- und Palmitoleinsiure, die im Chromato- 
= gramm gemeinsam auftreten, wurden in diesem Zusammenhang nicht getrennt. 
er 





2 H. Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 1536 [1955]. 
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Diskussion der Ergebnisse 


Nach Gaben von Raps6l mit einem normalen Futter wahrend liin- 
gerer Zeit an ausgewachsene Ratten lieB sich in allen Organen Erucasiure 
nachweisen. Die mittleren Gehalte sind in Tab. 9 dargestellt. Am meisten 
wurde in den Neutralfetten der Lunge angetroffen. Auch das Knochen- 
mark enthielt Erucasaure. 

Eine ausgesprochene Anreicherung der Erucaséure nach fort- 
gesetzter Aufnahme eines Oles, dessen Fettsiuren zu rund der Hiilfte 
aus solcher bestehen, trat nicht ein. Selbst in den eigentlichen Depots, 
wie etwa dem perirenalen Fett, betrug der Gehalt nur 4,8%. Fiir die 
Leber ist er am kleinsten. 

Die Phosphatide wiesen durchweg etwas niedrigere Gehalte als die 
Neutralfette auf, in den Leberphosphatiden war die Saure nicht auf. 
findbar. In den Carcass-Phosphatiden, ferner im Neutralfett und in den 
Phosphatiden des Darmes lieB sich Behensiure nachweisen, welche 
zweifellos aus der Erucasdéure stammt. Ob diese Hydrierung durch die 
Darmflora bewirkt wurde oder sich in den Geweben vollzog, laBt sich 
nicht entscheiden. Die Phosphatide enthielten stets viel mehr Stearin- 
siure als das Neutralfett. 

Wir haben friher eine Beteiligung des Nahrungsfettes am Aufbau 
der Leberlipide bei Cholinmangel nachgewiesen und dabei auch die 
kérperfremde Erucasaéure bzw. das Raps6l herangezogen*. Bei jungen 
Ratten im Gewichte von 60—70 g betrug der Erucaséuregehalt im Car- 
cass im Mittel 7,7% und in den Fettlebern 7,8°%. Er war somit etwas 
héher als bei den ausgewachsenen Tieren. 

Nach Fiitterung rapsolhaltiger Nahrung an 40 ausgewachsene Ratten 
haben wir zehn derselben getdtet und wiederum die Erucasiéuregehalte 
der Gesamtfettsiuren aus einigen Organen und Fettdepots bestimmt. 
Die verbleibenden Tiere wurden nach fettarmer Fiitterung in bestimmten 
Intervallen gleichfalls der Untersuchung zugefiihrt. Wenn man die in 
diesen Zeitpunkten ermittelten Erucasiuregehalte in Abhangigkeit der 
Versuchsdauer in ein Koordinatensystem eintraigt, kann man durch diese 
Punkte statistisch ausgeglichene Gerade legen (vgl. Abbildung) und die 
biologische Halbwertszeit berechnen. Sie betragt fiir die Erucasaure aus: 


Tage Tage 
Genitalfett ....... $l Dari sons Lievregthyhs. tl BO 
Mesenterialfett .... . 25 Hemt, 2% 4. .se abe 
Perirenalfett ...... 18 Cll no ea een. | 
ee eer 


Diese Daten entsprechen etwa den Halbwertszeiten, die unter Heran- 
ziehung von Deuterium als Indikator fiir die gebrauchlichen Fettsauren 


3-H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, diese Z. 306, 96 [1956]. 








Tab. 9. Mittere prozentuale Zusammensetzung der Fettséuren aus Neu 'ralfets und Pi osphatiden. 
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Erucasaure nach Rapsélgaben an Ratten 


Zusammenfassung 


Ausgewachsene Ratten erhielten wihrend sechs Monaten eine raps. | 


dlhaltige Nahrung, worauf der Gehalt an Erucasiure, Stearin-, Palmitin. 
und Olsiure sowie Linol- und Palmitoleinsiure der Gesamtfettsiuren 


aus den Neutralfetten und Phosphatiden zahlreicher Organe und Fett. | 


depots ermittelt wurde. 

Eine eigentliche Anreicherung der Erucaséure konnte nicht fest- 
gestellt werden. 

Fir die Erucasiureabnahme nach Beendigung der Rapsdélkost in 
verschiedenen Organen und Depots lieBen sich biologische Halbwerts- 
zeiten von etwa 18—31 Tagen berechnen. Die Erucaséure verhialt sich 
wie eine kérpervertraute Fettsiure. 


Summary 


Full-grown rats were maintained for 6 months on a rape-seed-oil 
diet and the content of erucic, stearic, palmitic, and oleic acid as well 
as linoleic and palmito-oleic acid in the total fatty acids from the neutral 
fats and phosphatides of numerous organs and fat depots was ascertained. 

A true accumulation of erucic acid could not be determined. The 
biological half-life of the erucic acid decrease after termination of the 
rape-seed-oil diet in various organs and depots was calculated to be 
about 18—-31 days. The erucic acid behaves like a fatty acid normally 
utilized in metabolism. 
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Untersuchungen 
iiber ein adaptatives, bakterielles Fermentsystem 
zum Abbau von Glucuronat und Glucuronsadurelacton* 


Von 
S. Hollmann und E. Thofern 
Aus dem Physiologisch-Chemischen und dem Hygienischen Institut der Universitat Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1958) 
Herrn Professor Dr. Hans Joachim Deuticke zu seinem 60. Geburtstag gewidmet 


Wahrend das Problem der Bildung! und des Abbaues*?-* freier 
Glucuronséure im Stoffwechsel des Saiugetierorganismus heute als weit- 
gehend geklart angesehen werden kann, liegen iiber das Verhalten der 
Glucuronsiure im Stoffwechsel von Bakterien bisher nur sparliche An- 
gaben vor. Thierfelder® hat zwar 1889 schon gezeigt, daB ein nicht 
niher definiertes Bakteriengemisch zum Abbau von Glucuronsaure be- 
fahigt ist, und spatere Untersuchungen’—!? haben diese Fahigkeit fiir 
einzelne Gattungen der Familie der Enterobacteriaceae erwiesen. Die Vor- 
stellungen iiber den Mechanismus dieses Abbaues sind aber bis heute 
nicht iiber hypothetische Erwigungen® hinausgegangen, und ebenso ist 
unsere Kenntnis iiber die Verbreitung der Fahigkeit zum Glucuronsaure- 
abbau im Bakterienreich sehr liickenhaft geblieben. 

Da dem bakteriellen Glucuronsaéureabbau bei Infektionen des Mesen- 
chyms sicher Bedeutung zugeschrieben werden mu8 im Hinblick auf die 
Rolle, die Glucuronsaure als Baustein mesenchymaler Gewebsbestand- 
teile spielt, wurden von uns!* schon friiher systematische Untersuchungen 


* Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft. 
1 F.C. Charalampous u. C. Lyras, J. biol. Chemistry 228, 1 [1957]. 
2M. ul Hassan u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 2238, 123 [1956]; 
C. Publitz, A. P. Grollman u. A. L. Lehninger, Federation Proc. 16, 382 
[1957]. 
3 J. J. Burns u. C. Evans, J. biol. Chemistry 228, 897 [1956]; J. J. Burns, 
P. Peyser u. A. Moltz, Science [Washington] 124, 1148 [1956]. 
4G. Ashwell, Federation Proc. 16, 146 [1957]. 
5 §. Ishikawa u. K. Noguchi, J. Biochemistry (Tokyo) 44, 465 [1957]. 
6 H. Thierfelder, diese Z. 18, 275 [1889]. 
7H. D. Kay, Biochem. J. 20, 321 [1926]. 
8 A. J. Quick u. M. C. Kahn, J. Bacteriol. 18, 133 [1929]. 
9 §. S. Cohen, J. biol. Chemistry 177, 607 [1949]. 
10 P. J. Heald, Biochem. J. 52, 378 [1952]. 
11 §. Hollmann u. E. Wille, diese Z. 290, 91 [1952]. 
12 J. de Ley, Enzymologia [Den Haag] 16, 14 [1953]. 
13 KE. Thofern u. S. Hollmann, Zbl. Bakteriol. I. Orig. 165, 244 [1956].. 
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iiber die Verbreitung des fiir diesen Abbau erforderlichen Ferment. 
systems in Bakterienarten der Ordnung Hubacteriales angestellt, wobei 
die Beeinflussung des Bakterienwachstums als Kriterium benutzt wurde. 
Eine starke Wachstumssteigerung bei Zusatz von Glucuronsiure zum [ve 
Nahrmedium wurde bei allen Arten der Enterobacteriaceae mit Ausnahme Fit 
















































der Gattungen Klebsiella und Proteus gefunden. Unter den gepriiften fi 
Pseudomonas-Arten reagierte nur eine mit einer Wachstumsverstarkung, de 
wihrend das Wachstum von Micrococcaceae, Corynebacteriaceae und 

Bacillaceae durch Glucuronsaurezusatz nicht gefordert wurde. Diese Be- Ir 


funde wurden kiirzlich durch Payne und Carlson" in einer kleineren 
Versuchsreihe bestiatigt. 

Ziel der im folgenden mitgeteilten Untersuchungen war es, unsere Ir 
mittels des Wachstumstestes erhobenen Befunde durch Messung des Ein- 
flusses von Glucuronsaure auf den Sauerstoffverbrauch von Suspensionen 


ruhender Bakterien zu bestitigen. In diesen Versuchen wurden Glucu- Ir 
ronat und Glucuronsiaurelacton stets nebeneinander gepriift, da Butler Gi 
und Packham} iiber ein unterschiedliches Verhaltén dieser beiden Sub- : 
stanzen im Saugetier in vivo berichtet hatten. Die Versuche sollen ferner 1 , 


Auskunft geben auf die Frage, ob das fiir den Glucuronsiureabbau ver- 
antwortliche bakterielle Fermentsystem konstitutiver oder adaptativer 








Natur ist, eine Frage, die durch die Wachstumsversuche bisher nicht ” 
beantwortet werden konnte. ki 
Fi 
Material und Methodik 

Die in Tab. 1 aufgefiihrten Bakterienarten aus der Ordnung Lubacteriales 

waren aus menschlichem Untersuchungsmaterial isoliert worden oder entstammten 
der Sammlung des Hygiene-Institutes. Sie wurden auf Nahragar aufbewahrt und la 
fortgeziichtet. B 
Die Vorziichtung nichtadaptierter Bakterien fiir die Atmungsversuche er- Fr 
folgte im unbeliifteten, fliissigen Naihrmedium, also unter ,,mikroaerophilen“ bis : 
anaeroben Bedingungen. Als Nahrmedium diente entweder ein ,,Minimalnahr- V 
boden“‘18, der auBer Salzen nur Asparagin als Stickstoffquelle enthielt (MS), oder F 
fiir Bakterien mit einem gréBeren Aminosaure- und Vitaminbediirfnis eine Fleisch- m 

extrakt-Caseinpepton-Bouillon (CP). Beide Nahrmedien enthielten als Energie- 
quelle 1% Glucose. Das Nahrboden-pg wurde durch Phosphatpufferzusatz auf ge 

pu 7,4—7,6 eingestellt. Zur Adaptation der Bakterien auf Glucuronsaurelacton bzw. 
Glucuronat wurde dem sterilisierten Naihrmedium vor der Beimpfung an Stelle de 
von Glucose 1% Glucuronsaurelacton bzw. die aquimolare Menge, d.h. 1,33% ve 
Na-Glucuronat + 1 H,O* zugesetzt. Z. T. erfolgte die Sterilisation der glucuron- a 
siurehaltigen Nahrlésungen durch Sterilfiltration (Seitz E.K.-Schichten). Wahrend i 
der Bebriitung bei 37° wurde in der logarithmischen Wachstumsphase mehrmals A 
Natriumcarbonatlésung zugefiigt, um das Nahrboden-py trotz starker Saure- Zi 
bildung auf py 7,2 zu halten. Nach einer Bebriitungszeit von durchschnittlich V 
sa 


14 W. J. Payne u. A. B. Carlson, J. Bacteriol. 74, 502 [1957]. 

15 G. C. Butler u. M. A. Packham, Arch. Biochem. Biophysics 56, 551 
[1955]. a 

* Beide Substrate verdanken wir den Deutschen Maizena Werken, 
Hamburg, denen wir auch an dieser Stelle hierfiir unseren Dank aussprechen 
méchten. 
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14 Stdn. wurden die Bakterien abzentrifugiert, zweimal mit 0,85-proz. NaCl- 
Lésung und einmal mit m/15-Sérensen-Phosphatpuffer, px 7,6, gewaschen und 
schlieBlich im gleichen Phosphatpuffer suspendiert. Die Einstellung der Suspension 
auf die gewiinschte Dichte, die in Abhangigkeit von der Atmungsintensitat der 
verschiedenen Arten zwischen 4 und 12% gewahlt wurde, geschah nephelometrisch 
im Lange-Universalkolorimeter, Modell IV. Der Trockensubstanzgehalt wurde 
fiir jede Bakterienart an einer waBrigen Suspension gleicher Dichte ermittelt. 
Der Sauerstoffverbrauch wurde nach der Warburg-Standardmethode, min- 
destens in Doppelbestimmungen, meistens in 3 oder 4 Parallelansitzen gemessen. 
Gesamt-Suspensionsvolumen: 2 ml. 

Im Hauptraum: 1 mi Bakteriensuspension (je nach Atmungsintensitaét enthal- 
tend 1,8—7,7 mg Bakterientrockensubstanz) + 0,5 ml Sérensen-Phosphat- . 
puffer, px 7,60 (7,56—7,66), (Phosphat-Endkonzentration wahrend der Inku- 
bation m/15). 

Im Seitenarm: 0,5 ml m/50-Glucuronsaurelacton (unmittelbar vor jedem Ver- 
such frisch angesetzt) bzw. m/50 Na-Glucuronat bzw. Wasser in den Kon- 
trollen. — Eventuelle weitere Zusitze wurden in der Regel in den Substrat- 
lésungen gelést und mit ihnen zusammen eingekippt. 

Im Einsatz: 0,3 ml 10-proz. Kalilauge. 

Gasphase: O,; Dauer der Sattigung mit O,: 3 Min. 

Temperatur: 38°; Schiittelfrequenz: 85/Min. 

Erste Ablesung und Einkippen der Substrate nach einer Eintemperierzeit von 

15 Min. 
pu-Messungen wurden mittels der Chinhydron-Elektrode durchgefiihrt. 

Die Glucuronséure wurde nach der Naphthoresorcin-Methode!®!’ bestimmt 

unter Einhaltung der friiher beschriebenen Bedingungen» 18, 
Triibungsmessungen an Bakterienkulturen zur Ermittlung der Wachstums- 

kinetik wurden im ZeiB-Elektrophotometer Elko II unter Verwendung von 

Filter S 57 E vorgenommen. 


Versuchsergebnisse 


In Tab. 1 sind einige Versuche iiber den Einflu8 von Glucuronsaure- 
lacton und Na-Glucuronat auf den Sauerstoffverbrauch von ruhenden 
Bakterien aus der Ordnung Hubacteriales zusammengefaBt. Aus jeder 
Familie dieser Ordnung sind hier nur wenige Stémme aufgefiihrt, deren 
Verhalten als reprisentativ fiir alle gepriiften Stémme der betreffenden 
Familie angesehen werden kann. Auf abweichendes Verhalten einiger, 
meist wuchsstoffbediirftiger Arten wird in einem spateren Abschnitt ein- 
gegangen werden. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, daB Micrococcaceae und Bacillaceae, 
deren Wachstum bei Zusatz von Glucuronsiure zum Niahrboden nicht 
verstarkt wird!%, auch nicht imstande sind, diese beiden Substrate oxy- 
dativ anzugreifen. Das gleiche gilt fiir alle untersuchten Pseudomonas- 
Arten mit Ausnahme des Stammes aeruginosa Sg (Nr.7 u. 8). Nach 
Ziichtung dieses Stammes in Glucose-Bouillon ist zwar wihrend der 
Versuchszeit von 145 Min. ebenfalls kein EinfluB zugesetzter Glucuron- 
siure auf den Sauerstoffverbrauch nachweisbar, nach Ziichtung in Gegen- 
wart von Glucuronat hingegen wird sowohl Glucuronat als auch das 


16 W. Mozolowski, Biochem. J. 84, 823 [1940]. 
17 K, Heyns u. C. Kelch, Z. analyt. Chem. 189, 339 [1953]. 
18 §. Hollmann, diese Z. 297, 83 [1954]. 
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Tab. 1. Einflu8 von Glucuronsaurelacton und Na-Glucuronat auf den Sauerstoffverbray 
von ruhenden Bakterien der Ordnung Hubacteriales. 























Sauerstoffverbrauch Sauerstoff-Mehrverbray 
mg E in cmm bei Zusatz von | in cmm/mg Trockensy) 
Vor- Sieiatinit Ver- stanz/Stde. bei Zusatz y 
£ ach ent suchs- = 
wad Macraescxiete Page's) heey eS 2.2] —m/200- m2 
oh % oa in Min. _ ay 5 Glucuron- Na. 
Ansatz ®& 5 séurelacton | Glucurong 
Micrococcaceae: 
1 Micrococcus pyoge- cp ied 4,33 120 16,5 18,6 16,4 = = 
nes var. aureus Glucose 
Sg 511 
Micrococcus pyoge- ‘Pp. ; woe ‘i 
2 | nes var. aureus © aa 6,28 120 46,8 47,6 45,2 — =< 
4795 
Bacillaceae: CP- x 
3 | Bacillus subtilis she 5,28 180 3,2 3,5 3,3 — _ 
“ Glucose 
V 99 
Pseudomonadaceae: CP- 3 
4 | Pseudomonas aeru- Giusoee 2,95 180 126,7 121,1 129,0 _— — 
ginosa 5027 
CP + Glu- 
5 pao aeru- | ouronsdure- 2,32 150 74,1 74,0 76,2 -- _ 
g lacton 
6 Pseudomonas aeru- cP + Na- 2,32 150 89.1 87,8 87.3 oS 
ginosa 502; 4Glucuronat 
- co or aeru- tell 4,64 | 145 | 228,6 | 221,4 | 2991 = = 
, | Pseudomonas aeru- | MS** + Na- 35 57.9 348.9 372.8 37,9 73.6 
© | ginosa Sg Glucuronat — sd 7 i " sal 7” 
Enterobacteriaceae : cp- 
9 | Proteus vulgaris ‘401 6,88 120 19,3 20,1 20,8 — - 
4872 Glucose 
1 | ere 7 il 216 | 180 | 135,5 | 247,8 | 257,2 17,3 13,8 
0 | er hs ateenes | B13 | 00. | senz | cans | 2007 10,6 12,2 
a: | See Fa 1,82 | 360 86,1 | 108,8 | 118,6 2,1 3,0 
e | Salmonella bovis CP- aoe on - ae e = 
13 | morbificans U-Amt | Glucose 3,2 210 197.4 Pa 20125 a id 
. * ‘Pp. 
“| Swe Ghose | 274 | 270 | 209,5 | 296,7 | 290,4 5,2 4,8 
MS-Glucose 
- | Salmonella schott- 3 " ” - 
15 oo 3g + Phenyl- 3,37 360 84,4 137,1 150,1 2,6 3,2 
miilleri U-Amt alanin 














*) Fleischextract-Caseinpepton- Bouillon 
**) Asparagin-Salzlésung 


Lacton durch diesen Stamm oxydativ abgebaut. Fiir diesen Abbau muB 
demnach ein adaptatives Fermentsystem verantwortlich gemacht werden, 
fiir dessen Bildung eine mehrstiindige Induktionsperiode erforderlich ist. 
Die tibrigen getesteten Pseudomonas-Stiimme verhalten sich wie der hier 
zitierte Pseudomonas aeruginosa 5027 (Nr. 4—6), d. h. sie besitzen weder 
ein konstitutives Ferment fiir den Glucuronsiure-Abbau, noch bilden sie 
ein adaptatives Ferment oder Fermentsystem, wenn sie in Gegenwart 


von Glucuronat oder Lacton vorgeziichtet werden. 
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verbray Unter den Enterobacteriaceae ist nur die Gattung Proteus auBer- 
- stande, Glucuronséure abzubauen. Auch durch Glucuronsdure-Zusatz 
verb, Zum Zichtungsmedium wird bei dieser Gattung nicht die Bildung eines 
rockenny adaptativen Fermentes induziert. Die Gattung Klebsiella wurde nicht 
“' untersucht. Alle gepriiften Staémme der Hschericheae und Salmonelleae 
mju.§ hingegen reagieren sowohl auf Glucuronat- als auch auf Glucuronsiure- 
Naf Jacton-Zusatz mit einer Steigerung des Sauerstoffverbrauches. Keiner der 
Glucura® hier aufgefiihrten Stémme war vorher auf Glucuronsaure adaptiert. Fiir 
~~ die Vorziichtung dieser im allgemeinen anspruchslosen Bakterienarten 
erwies sich meist die Mineralsalz-Asparagin-Glucose-Lésung als aus- 
reichend. Nur bei einigen ,, Defekt‘‘-Mutanten war Zusatz eines speziellen 





— | Abb. 1. EinfluB von Na-Glucuronat 179 

und Glucuronsaurelacton auf den 

Sauerstoffverbrauch nicht-adaptierter 

Enterobacteriaceae : 

A. Salmonella enteritidis 5108 U-Amt, 

= vorgeziichtet in MS-Glucose (1,82 mg 
Trockensubstanz/Ansatz), 

B. Escherichia coli 15742, vorgeziich- 
tet in CP-Glucose (2,16 mg Trocken- 
substanz/Ansatz). 

Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: O,- 

Verbrauch in cmm (nach Abzug der 

endogenen Atmung). 


























~~ oe bei Zusatz von m/200-Glucuron- iaaee 
siurelacton, ee” 
- bei Zusatz von m/200-Na-Glucu- 
vil ronat. — 6 


12,2 | Wuchsstoffes zu dem Minimalnahrboden erforderlich, z.B. in Form von 
Phenylalanin bei dem Stamm Salmonella schottmiilleri U-Amt (Nr. 15). 

Ob das Glucuronséiure abbauende Ferment der Enterobacteriaceae, 
“6 | ebenso wie das von Pseudomonas aeruginosa Sg, adaptativer oder aber 
48s | konstitutiver Art ist, 14Bt sich aus den in Tab. 1 angegebenen Endwerten 
nicht entscheiden. DaB es sich auch bei dieser Familie in allen Fallen 
32 — um ein rein adaptatives Ferment handelt, geht aus dem zeitlichen 
Verlauf des Sauerstoffverbrauches hervor, der in Abb. 1 an zwei Bei- 
spielen gezeigt ist, an einem langsam adaptierenden Salmonella-Stamm 
und einem rasch adaptierenden Escherichia coli-Stamm. Diese graduellen 
Unterschiede in den Adaptationsgeschwindigkeiten bei Eschericheae und 


ub Salmonelleae wurden regelmaBig beobachtet, obgleich auch zwischen den 
en, einzelnen Stémmen einer Gattung groBe Differenzen festzustellen waren. 
st. Die in den zwei letzten Spalten der Tab. 1 fiir den Sauerstoff-Mehr- 
ier verbrauch/mg Trockensubstanz/Stde. angegebenen Werte kénnen bei 


ler nichtadaptierten Stimmen als MaB der Adaptationsgeschwindigkeit ge- 
sie | wertet werden. . 
rt Nach Vorziichtung adaptationsfihiger Stémme in glucuronat- oder 
glucuronsadurelactonhaltigem Naihrmedium werden beide Substrate ohne 
8* 
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Induktionsperiode angegriffen. Die maximale Umsatzgeschwindigkeit 
wird jedoch haufig erst 15 Min. nach Substratzusatz erreicht, wie das in 
Abb. 2 dargestellte Beispiel zeigt. Es erscheint von Bedeutung, darauf 
hinzuweisen, daB im allgemeinen Glucuronat besser umgesetzt wird als 
Glucuronséurelacton, unabhingig von der Art der Vorziichtung. Der 
gleiche Befund war auch schon in den in Tab. 1 mitgeteilten Versuchen 
an nichtadaptierten Stémmen erhoben worden. In vereinzelten Fallen, 
vor allem bei Escherichia coli bew, wurde allerdings eine Bevorzugung 
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Abb. 2. Einflu8 von Na-Glucuronat und Glucuronsaurelacton auf den Sauerstoff- 
verbrauch von Salmonella bovis morbificans U-Amt (3,22 mg Trockensubstanz/ 
Ansatz) nach Vorziichtung in 
A. MS + Glucuronsaurelacton, B. MS + Na-Glucuronat. 
Abszisse: Zeit in Min., Ordinate: O,-Verbrauch in cmm (nach Abzug der 

endogenen Atmung). 

eneeeee bei Zusatz von m/200-Glucuronsaurelacton, 

——— bei Zusatz von m/200-Na-Glucuronat. 


des Lactons beobachtet. Die Tatsache, daB glucuronatadaptierte Zellen 
auch das Lacton ohne Latenzphase abbauen und umgekehrt, erlaubt 
nach Stanier?* den SchluB, daB beide Substrate auf dem gleichen Wege 
abgebaut werden, also zundchst in ein ihnen beiden gemeinsames Re- 
aktionsprodukt umgewandelt werden miissen. Der in der Regel fest- 
zustellende stiirkere Umsatz des Glucuronates legt daher die Annahme 
nahe, daB das Lacton primar hydrolysiert wird, und da8 seine Umsatz- 
geschwindigkeit durch die Geschwindigkeit der Hydrolyse begrenzt ist. 
Eine entsprechende y-Lactonase hoher Aktivitat ist in der Saugetierleber 
bereits nachgewiesen worden®?°, Gegen eine solche Annahme sprechen 
bisher lediglich die wenigen Ausnahmen, bei denen das Lacton besser 
und schneller abgebaut wird. 


19 R. Y. Stanier, J. Bacteriol. 54, 339 [1947]. 
20 F, Eisenberg, jr. u. J. B. Field, J. biol. Chemistry 222, 293 [1956]. 
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Um die Annahme eines gleichen Abbauweges fiir Glucuronat und 
Lacton in Bakterien weiter zu sichern, wurden von uns wachstums- 
kinetische Messungen durchgefiihrt, von denen zwei Beispiele in Abb. 3 
dargestellt sind. Obgleich das Inokulum fiir Versuch A in Glucose, fiir 
Versuch B in Glucuronat vorgeziichtet war, besteht zwischen den Wachs- 
tumskurven der beiden Versuche dennoch kein wesentlicher Unterschied. 
Auffallig ist vor allem die durchschnittlich um 2 Stdn. verkiirzte Latenz- 
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Abb. 3. EinfluB von Glucose, Na-Glucuronat und Glucuronsaurelacton auf das 
Wachstum von Salmonella bovis morbificans U-Amt nach Vorziichtung in 

A. MS + Glucose, B. MS + Na-Glucuronat. 
Jeder Ansatz enthielt: 5 m/l Mineralsalz-Asparaginlésung unter Zusatz von 


1% Glucose ll eeeee eee 

1% Glucuronsaurelacton § ------- 

1,33% Na-Glucuronat ——— 
Beimpfung zur Zeit Null mit je 0,15 ml einer 20-Stdn.-Kultur. Inkubation bei 37°. 
Abszisse: Zeit nach der Beimpfung in Stdn., Ordinate: Lichtdurchlassigkeit in %. 


periode, wenn Glucuronsaurelacton oder Glucuronat an Stelle von Glu- 
cose als Kohlenstoffquelle angeboten werden. Das Ausma8B des Wachs- 
tums bleibt allerdings nach wenigen Stunden meistens hinter dem in 
Glucose zuriick. Der Wachstumsverlauf in Lacton und Glucuronat ist als 
praktisch identisch anzusehen. Diese Befunde weisen ebenfalls auf einen 
gleichen Abbauweg fiir Lacton und Glucuronat hin und erlauben auBer- 
dem den SchluB, daB dieser Weg von dem fiir Glucose verschieden ist. 

Der Beweis fiir das Vorliegen verschiedener Fermente oder Ferment- 
systeme in Bakterien, zwischen denen in frisch geernteten Zellen nicht 
unterschieden werden kann, kann haufig dadurch erbracht werden, daB 
man die betreffenden Fermentaktivitaten nach verschieden langer Alte- 
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rung der Suspensionen vergleichend bestimmt. Infolge unterschiedlicher 
Abbaugeschwindigkeit bei konstitutiven Fermenten oder infolge ver. 
anderter Synthesefaihigkeit bei adaptativen Fermenten 1éBt sich im Ver. 
laufe der Alterung dann eine zunehmende Verschiebung des Aktivitaten- 
verhaltnisses beobachten. Auch diese Technik wurde von uns angewandt, 
um die Identitét des Glucuronat und Glucuronsiurelacton abbauenden 
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Abb. 4. EinfluB der ,,Alterung“‘ von nichtadaptierten Bakterien auf die Fahigkeit 
zum Abbau von Na-Glucuronat und Glucuronsiurelacton: 
Stamm: Salmonella bovis morbificans U-Amt, vorgeziichtet auf Glucose-Agar, 
Alterung: Aufbewahrung bei + 4° in m/15-Phosphatpuffer, py 7,74. 
Abszisse: Zeit der Alterung in Tagen, Ordinate: Quotient aus: 
O,-Mehrverbrauch bei Zusatz von m/200-Na-Glucuronat/330 Min. 


O,-Mehrverbrauch bei Zusatz von m/200-Glucuronsaurelacton/330 Min. 
(Mittelwerte aus 3 Versuchen). 
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Abb. 5. Stabilitat des Glucuronat- und Glucuronsiéurelacton abbauenden Ferment- 

systems. Stamm: Salmonella bovis morbificans U-Amt, vorgeziichtet auf Glucuronat- 

bzw. Glucuronsaurelacton-Agar. Aufbewahrung der Suspension bei + 4° in m/15- 
Phosphatpuffer, py 7,74. 


Abszisse: Zeit der Alterung in Stdn., Ordinate: Aktivitat in % der Anfangsaktivitat 
(Mittelwerte aus 2 Versuchen). 


— m/200-Na-Glucuronat, ------- m/200-Glucuronsiurelacton. 


Fermentsystems zu beweisen. Als MaB der Aktivitaét wurde der bei Glu- 
curonat- bzw. Lactonzusatz ermittelte Sauerstoff-Mehrverbrauch wih- 
rend einer Versuchszeit von 330 Min. herangezogen. Das in Abb. 4 wieder- 
gegebene Ergebnis von drei derartigen Versuchen zeigt, daB der Quotient 
aus den Aktivititen gegeniiber Glucuronat und Lacton waihrend der 
32tagigen Alterung zwischen 1,10 und 1,17 konstant bleibt, obgleich die 
Aktivitaéten absolut abnehmen. Der geringfiigigen Anstiegstendenz des 
Quotienten méchten wir keine Signifikanz beimessen, vielmehr auch 
diesen Befund als Beweis fiir das Vorliegen eines Fermentsystems fiir 
beide Substrate ansehen. 

In Zusammenhang mit den zuletzt genannten Untersuchungen 
wurden von uns auch Versuche iiber die Stabilitaét des Glucuronsiure 
abbauenden Fermentsystems in adaptierten Bakterien unternommen. 
Die auf Agar in Gegenwart von Glucuronsaure vorgeziichteten Bakterien 
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wurden als Suspension in Phosphat bei +4° aufbewahrt. Ihre Aktivitat 
wurde nach verschieden langer Aufbewahrungszeit durch Ermittlung des 
Sauerstoff-Mehrverbrauches bei Substratzusatz bestimmt, wobei die Ver- 
suchszeit auf 45 Min. begrenzt wurde, um eine eventuelle erneute Adap- 
tation auf das Substrat waihrend des Versuches selbst nach Méglichkeit 
auszuschalten. Wie aus Abb. 5 ersichtlich ist, bleibt das einmal gebildete 
adaptative Fermentsystem fast unverindert in seiner Aktivitat, auch 
wenn die Bakterien bis zu 5 Tagen ohne Substrat aufbewahrt werden. 
Wihrend des ganzen Versuches schwankten die Aktivitaten nur zwischen 
95 und 103% der Anfangswerte, und zwar sowohl gegeniiber Glucuronat 
als auch gegeniiber Lacton. Der in einem friiheren Abschnitt erwahnte 
Befund, daB bei adaptierten Bakterien im Warburg-Versuch haufig noch 
eine kurze Induktionsphase angedeutet sein kann, kann daher nicht durch 
eine rasch einsetzende ,,Deadaptation’“ nach Substratentzug erklart 
werden. 
Stimme mit abweichendem Verhalten 
Paracolobactrum arizona 167 


Unsere einleitend erwahnten Wachstumsversuche’® hatien ergeben, 
da das Wachstum von Paracolobactrum arizona 167, genau wie das der 
meisten Enterobacteriaceae, durch Glucuronsaure-Zusatz stark gefordert 
wird. Uberraschend war daher der Befund, da8 Zusatz von Glucuronat 
oder Lacton bei diesem Stamm eine deutliche Hemmung der Atmung 
verursacht (Abb. 6A), obwohl, wie die parallel zum Atmungsversuch 
durchgefiihrten Glucuronséure-Bestimmungen erwiesen (Abb. 6B), auch 
dieser Stamm Glucuronséure zum Verschwinden bringen kann. 

Eine Erklirung fiir dieses Verhalten erbrachten Versuche iiber den 
Einflu8 des Sauerstoffes auf die Atmungssysteme gramnegativer Darm- 
bakterien, iiber die an anderer Stelle schon berichtet worden ist®!. Bei 
einigen Salmonella- und Escherichia coli-Stémmen und besonders aus- 
gepragt bei dem obengenannten Paracolobactrum beobachteten wir eine 
Anderung des Types der endogenen Atmung, wenn die anaerob in fliis- 
sigem Naéhrmedium geziichteten Zellen einem erhéhten Sauerstoffdruck 
im Warburg- Versuch ausgesetzt werden. Diese Umstellung von ,,an- 
aerober“ auf »,aerobe™ Atmung geht bei den ruhenden, fakultativen 
Anaerobiern mit einer Anderung ihres Cytochromspektrums einher. Sie 
erfolgt offensichtlich mit dem Zweck der besseren energetischen Aus- 
nutzung der verfiigbaren, zelleigenen Energiequellen; denn sie unter- 
bleibt, wenn den Zellen vergirbares Material in ausreichender Menge 
angeboten wird. So behalten auch die ruhenden Zellen von Paracolo- 
bactrum arizona bei Glucuronsiure-Zusatz trotz Inkubation in reiner 
Sauerstoff-Atmosphiare ihren anaeroben Atmungstyp bei, da sie Glu- 
curonat und Glucuronsaurelacton durch Garung abbauen kénnen, wah- 
rend in den ohne Garungssubstrat inkubierten Kontrollen die geschilderte 
Atmungsumstellung stattfindet. 


21 §. Hollmann u. E. Thofern, Naturwissenschaften 42, 586 [1955]. 
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Das fiir die Vergirung von Glucuronsiure durch den Paracoio- 
bactrum-Stamm verantwortliche Fermentsystem ist ebenfalls adaptativer 
Natur, wie aus Abb. 6B hervorgeht. Die zur Adaptation auf Glucuronat 
benétigte Latenzzeit ist deutlich kiirzer als die fiir die Adaptation auf 
Glucuronsaurelacton. Nach erfolgter Adaptation werden beide Substrate 
aber mit gleicher Geschwindigkeit abgebaut. 
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Abb. 6. A. EinfluB von Glucuronsaure auf den Sauerstoffverbrauch von Paracolo- 
bactrum arizona 167. Vorziichtung in MS + Glucose. 

1,42 mg Trockensubstanz/m/ Versuchsansatz ; 

—.-—. endogene Atmung, 
—— O,-Verbrauch bei Zusatz von m/200-Na-Glucuronat bzw. m/200- 

Glucuronsaurelacton. 

Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch in cmm. 

B. Abbau von Na-Glucuronat und Glucuronsiurelacton durch Paracolobactrum 
arizona 167. Vorziichtung und Versuchsbedingungen wie bei A; Volumen der 
Ansatze je 16 mi. 

Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glucuronsiéure-Abnahme in yMol. 

bei Zusatz von m/200-Na-Glucuronat, 
ceeeeee bei Zusatz von m/200-Glucuronsiurelacton. 



























































Untersuchungen an wuchsstoffbediirftigen Stéimmen 


In den schon mehrfach zitierten Wachstumsversuchen ?* hatten wir 
bei einer Reihe von Defekt-Mutanten ein Wachstum in Gegenwart von 
Glucuronséure nur dann auslésen kénnen, wenn bestimmte Wuchs- 
faktoren dem Kulturmedium zugesetzt wurden. Diese Wuchsfaktoren 
konnten z.B. als Cystein, ersetzbar durch Cystin oder Glutathion, als 
Phenylalanin oder als Nicotinsiureamid identifiziert werden. Da wir 
aus dem Verhalten solcher mutierten Stimme Hinweise auf den Bedarf 
an bestimmten Cofaktoren beim Glucuronsiureabbau erhofften, wurden 
einige der wuchsstoffbediirftigen Staémme mit in unsere Untersuchun- 
gen einbezogen. 
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Escherichia coli K1 5 
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Fiir das Wachstum in Glucose, Glucuronat und Glucuronsaurelacton 
bendtigt dieser Stamm Cystein als Wuchsstoff, welches durch Cystin 
und Glutathion ersetzt werden kann. Nach Vorziichtung in einer durch 
Cystein erginzten Mineralsalz-Asparagin-Glucose-Lésung adaptiert er 
sehr langsam auf Glucuronat und Lacton (Tab. 2, Nr. 1) und erreicht 


ub. 2. EinfluB von Cystein, Glutathion und Cystin auf den Abbau von Na-Glucuronat 
und Glucuronsaurelacton durch Hscherichia coli K1 5. 






































* Der O,-Verbrauch in den analogen Kontrollen ist abgezogen. 


auch nach vorheriger Adaptation auf eines der beiden Substrate in einer 
Caseinpeptonlésung (Nr. 2 u. 3) nur selten Aktivitiaten, wie man sie bei 
den anderen £. coli-Stémmen zu sehen gewohnt ist. Setzt man solchen 
adaptierten Zellen von EZ. coli KI 5 im Warburg-Versuch auBer Glucuron- 
siure noch Cystein hinzu, so ist regelmaBig eine Hemmung der Glucuron- 
siureoxydation um 30—40% festzustellen, und zwar gleicherweise fiir 
Glucuronat und Lacton (Nr. 4 u. 5). Mit ebensolcher RegelmaBigkeit 
kann bei Glutathionzusatz (Nr. 4 u. 5) eine geringe fordernde Wirkung 
auf den Glucuronséureumsatz beobachtet werden. Den starksten Effekt 
aber tibt Cystin aus, das in einer dem Schwefelgehalt von Cystein bzw. 








Glutathion aquivalenten Menge zugesetzt wurde und in dieser Konzen- 





Sauerstoff-Mehr- | .' © s Mehr- | :' © 
verbrauch & 2 d50 ey hr | B &s0 
mg Wuchs- | inemm®* bei Zu- | 322 | in cmm® bei Zu- | 3“ « 
Ver- . satz von m/200- | Z2=— t Zoos 
_. »  |Trocken- h stoff*- Glucuronsiure- | @ & 53 | Satz von m/200- | 6a". 2 
Vorziich- nthe suche- | cucats sum teste 38° é Na-Glucuronat | 550 é 
tung in zeit BSss B33s 
stanz/ in Min Warburg- 1208 7298 
Ansatz ° Ansatz F- as72 + gu we 
- +, Wuchs- S225 _ » Wuehs-| 5 gs 2 
stoff" | As stoff’ | Ag” 
| . 
MS 
+ Glucose 3,35 210 _ 29,3 — — 27,0 —_ _ 
+ Cystein 
cP + 
Glucuron- 2,39 210 _ 102,1 — _ 171,2 — = 
siurelacton 
cP + P iJ = = = 
Glucuronat 2,39 210 182,5 _ 246,6 
m/800- 
Cystein 35,8 — 8 
cP + m/800- 
Glucuronat 2,39 180 Glutathion ir an ie 52,8 67,0 + 28 
m/1600- 
Cystin 110,4 +111 
Ovetetn 129,3 | —39 
cP + Giutathion | 2114] 2288 | + 8 = ~ 5 
| Glucuron- 2,39 180 m/1600 
siurelacton Cystin 308,1 + 46 
} | ee a a 
Giucuron- | 2,89 | 240 Cyetn 55,3 | 99,1 +79 | 534] 1144 | +114 
saurelacton 
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tration den Glucuronséureumsatz um maximal 110% steigerte (Nr. 4 
bis 6). Auch diese Wirkung ist immer reproduzierbar, nur ihr Ausmaf 
ist verschieden und hangt im wesentlichen von der Hohe der Aktivitat 
vor dem Cystinzusatz ab. 

Die beschriebene Hemmwirkung des Cysteins und die férdernde 
Wirkung des Cystins sind iiberraschend, da auf Grund der auBerordent- 
lich hohen Jodacetatempfindlichkeit des Glucuronsiure abbauenden 
Fermentsystems eher das Umgekehrte zu erwarten gewesen ware. Auf § teri 
eine Deutung dieser Befunde soll vorerst verzichtet werden, da eine J wat 
solche beim gegenwartigen Stand nur spekulativ sein kann. Diese § fluf 
Beobachtungen sind aber trotzdem hier mitgeteilt worden, weil sie J und 
zeigen, daB Substanzen, die im langdauernden Wachstumstest gleich. § erst 
sinnig wirken, im kurzfristigen Stoffwechselversuch entgegengesetzte | wir 





























Wirkungen entfalten kénnen. ern 
Sch 
Salmonella bovis morbificans 18204/5 beit 


Nach Adaptation auf Glucuronat oder Glucuron in der Casein- 
pepton-Bouillon baut dieser Stamm beide Substrate mit hoher Geschwin- 
digkeit ab (Tab. 3, Nr. 2. u.3) und adaptiert auch im Warburg-Ansatz 









































Sti 
Tab. 3. EinfluB von Nicotinséureamid auf den Glucuronséure-Abbau durch unt 
Salmonella bovis morbificans 18 204/5 wal 
x —4 Eig 
Sauerstoff-Mehr- = 3s Sauerstoff-Mehr- 2 
verbrauch S38 verbrauch sé 
mg in cmm* bei Zu- =E3 | inemm* beiZu-| 29 Abb 
Ver- satz von m/200- ons = t 200- On f 
Trocken- ip satz von m/ mag au 
suchs- | Glucuronsdure- 333 Na-Glucuronat | 328 Vor, 
Nr. Vorziichtung in sub- lacton cvSe bd 
zeit wes ton 
stanz/ as3 ge 
Ansatz | °2 Min. + m/300-| EEE + m/300-} £48 Abs 
— Nicotin- | &5%6 — Nicotin- | &<¢¥ ; 
siureamid| ©? = siureamid] 3°g mC 
2 * n ae 
MS + Glucose 
1 + Nicotin- 3,40 330 87,0 _ _ 99,2 _ - 
siureamid 
CP + Glucuron- 
2 siurslacton 3,40 105 248,1 — — 277,0 _ - Wa 
CP + Na- _| keit 
3 Glucuronat 3,40 105 221,8 _ _— 300,7 — re 
4 CP + Glucose 3,57 120 | 157,6 | 188,5 20 164,5 | 196,5 s 
zc 
* Der O,-Verbrauch in den analogen Kontrollen ist abgezogen. Cys 
ruh 


rasch auf diese Substrate, wenn er in einer Glucose-Caseinpepton-Bouillon | cur 
vorgeziichtet worden ist (Nr. 4). In der glucosehaltigen Asparagin-Salz- | Cys 
lésung wachst er nur dann, wenn dem Kulturmedium Nicotinséureamid ]| Sow 
als Wuchsstoff zugesetzt wird. Nach einer solchen Vorziichtung kann | ada 
von dem Stamm wihrend des Warburg-Versuches das fiir den Glucuron- | Wir 
siureabbau bendtigte Fermentsystem ebenfalls gebildet werden (Nr. 1), | bev 
obzwar wesentlich langsamer als nach seiner Vorziichtung in Bouillon. | Glu 
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Die einzige, bisher bekannte biochemische Funktion des Nicotin- 
siureamids ist die eines Bausteines der Pyridinnucleotide. Da nicotin- 
siureamidbedirftige Bakterienarten, wie z.B. unser obengenannter 
Salmonella-Stamm, waihrend ihrer Vorziichtung aus dem angebotenen 
Nicotinséureamid die zu ihrem Wachstum und damit fiir ihren Stoff- 
wechsel erforderliche Menge an Codehydrogenasen bilden, ist von einem 
weiteren Nicotinsiureamidzusatz zu Suspensionen der ruhenden Bak- 
terien kaum ein fordernder EinfluB auf Oxydationsvorginge zu er- 
warten. Die endogene Atmung bleibt dementsprechend véllig unbeein- 
fluBt, die Glucuronsdéureoxydation wird dagegen regelmaBig gesteigert, 
und zwar um durchschnittlich 20% (Tab. 3, Nr. 4). Da dieser Effekt 
erst nach einer Latenzzeit von 30 bis 90 Min. zu beobachten ist, méchten 
wir annehmen, da8 wahrend der Adaptation auf Glucuronsiure eine 
erneute Synthese von Pyridinnucleotiden stattfindet, und daraus den 
SchluB ableiten, daB beim bakteriellen Glucuronsaéureabbau, ebenso wie 
beim Abbau im Saugetierorganismus***, Pyridinfermente beteiligt sind. 


Escherichia coli bew 


Unter den wuchsstoffbediirftigen Arten fanden wir einige wenige 
Stimme!%, die sich von allen bisher besprochenen grundsatzlich dadurch 
unterscheiden, daB sie Glucuronséurelacton mit Leichtigkeit abbauen, 
wihrend Glucuronat von ihnen kaum angegriffen werden kann. Diese 
Kigenschaft ist fiir den Stamm ZL. coli bew in Abb. 7 gezeigt. Fiir sein 





























Abb. 7. Adaptation von Escherichia coli bew 120 ; 
auf Na-Glucuronat und Glucuronsiurelacton. Ka 
Vorziichtung in CP-Glucose. 7,69 mg Trocken- Fe 
substanz/Ansatz. 80 2 
Abszisse: Zeit in Min., Ordinate: O,-Verbrauch Ys 
in cmm (nach Abzug der endogenen Atmung). 40 a 
eeceeee bei Zusatz von m/200-Glucuronsaure- hae 
lacton, EP 
— bei Zusatz von m/200-Na-Glucuronat. 60 120 160 


Wachstum in Glucose und Glucuronséurelacton bedarf dieser Stamm 
keines Wuchsfaktorzusatzes und er adaptiert prompt auf Glucuron- 
siurelacton, wenn er in der glucosehaltigen Mineralsalzlésung vorge- 
ziuchtet worden ist (Tab. 4, Nr. 1). In Glucuronat wachst er, wenn 
Cystein zugegen ist. Dennoch befahigt Cystein- oder Glutathionzusatz 
ruhende, in Glucose gewachsene Zellen dieses Stammes nicht, auf Glu- 
curonat zu adaptieren (Nr. 2 u. 3). In Gegenwart von Glucuronat und 
Cystein gewachsene Zellen greifen indessen, wie alle anderen Stamme, 
sowohl Glucuronat als auch das Lacton an (Nr. 4), ebenso wie lacton- 
adaptierte Zellen Glucuronat abbauen kénnen (Nr. 6). In jedem Fall 
wird aber im Gegensatz zu allen vorher erwahnten Stémmen das Lacton 
bevorzugt umgesetzt. Die Wirkung des Cysteins bei der Adaptation auf 
Glucuronat ist sicher nicht dadurch zu erklaren, da es von unserem 
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Tab. 4. Abbau von Na-Glucuronat und Glucuronsiurelacton durch Escherichia coli bev, 
sowie Beeinflussung des Glucuronat-Abbaues durch Cystein und Glutathion. 








Sauerstoff-Mehr- Sauerstoff- Mehrverbray 
mg verbrauch Zusatz | in cmm* bei Zusatz vy 
; Trocken- |Versuchszeit) jn emm* bei Zu- zum m/200-Na-Glucuronat 
Nr Vorziichtung in substanz/ in Min, | 84tz von m/200- | Warburg- 
Glucuron- Ansatz r 
Ansatz sdurelacton rz Cystein bry 
— 
1 MS + Glucose 5,13 180 145,8 —- — _ 
2 | CP + Glucose 7,69 180 = } ee 0 0 
‘ ~ m/800- , 
3 CP + Glucose 6,41 1)0 _ Glutathion 16,7 14,2 
MS + Cystein ” 
4 + Glucuronat 4,49 150 96,7 — 89,1 _— 
« MS + 0,1% Glu- a m/800- on 
° | cose + Glucuronat 6,41 120 Cystein 820,7 223,1 
MS + Cystein + 
6 Glucuronsiure- 4,44 105 319,5 —~ 276,0 
lacton 






































* Dei O,-Verbrauch in den analogen Kontrollen ist in Abzug gebracht 


Stamm als spezifischer Wuchsstoff, z.B. fiir den Aufbau von Ferment- 
proteinen, bendtigt wird. Wie Versuch 5 der Tab. 4 zeigt, adaptiert der 
Stamm viel wirksamer auf Glucuronat, wenn dem Kulturmedium an 
Stelle von Cystein eine geringe Menge Glucose als ,,Starter“ beigefiigt 
wird. Bei unter-diesen Bedingungen adaptierten Zellen hemmt Cystein- 
zusatz sogar den Glucuronatabbau im Warburg-Versuch um 30%, eben- 
so wie in den friher geschilderten Versuchen an dem ZL. coli-Stamm K1] 5. 


Diskussion 
Zwei der auf Grund vorstehend geschilderter Versuche erhobenen 
Befunde bzw. aufgestellten Hypothesen sollen hier noch einmal beson- 
ders hervorgehoben werden, und zwar die Ubereinstimmung der Ergeb- 
nisse der Stoffwechselversuche mit denen der friiher angestellten Wachs- 
tumsversuche?* und die SchluBfolgerung, da8 fiir Glucuronat und Glu- 
curonsaurelacton ein gleicher Abbauweg angenommen werden muB. 
Wachstums- und Stoffwechselversuche haben iibereinstimmend ge- 
zeigt, daB die Fahigkeit zum Glucuronsiureabbau in der Familie der 
Enterobacteriaceae fast allgemein verbreitet ist, Ausnahmen machen nur 
die Gattungen Klebsiella und Proteus, wihrend alle anderen unter- 
suchten Familien diese Fahigkeit mit Ausnahme eines Pseudomonas- 
Stammes nicht besitzen. Das fiir den Glucuronsiureabbau verantwort- 
liche Fermentsystem ist bei allen von uns gepriiften Bakterienarten 
adaptativer Natur. Ein konstitutives Fermentsystem fiir den Abbau von 
Glucuronsaure ist unseres Wissens nur einmal bisher in einem pflanzen- 
pathogenen Keim, Xanthomonas malvacearum, nachgewiesen worden". 
Die Annahme eines gleichen Abbauweges fiir Glucuronat und Glu- 
curonsdurelacton griindet sich auf die folgenden Beobachtungen: Glu- 
curonatadaptierte Zellen bauen auch das Lacton ohne Latenzperiode ab 
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und vice versa; das Wachstum adaptationsfahiger Arten zeigt in Glu- 
curonat denselben Verlauf wie in Glucuronsdurelacton; der Quotient 
aus den Aktivitaiten gegeniiber Glucuronat und Lacton bleibt waihrend 
der Alterung nicht adaptierter Bakterien unverandert, und das Glucu- 
ronat bzw. Lacton abbauende Ferment erweist sich in alternden, adap- 
tierten Zellen als gleichermaBen bestindig. Die einfachste Erklarung 
fiir die Einmiindung der beiden Substrate in einen fiir beide gemein- 
samen Abbauweg ist ohne Zweifel die Hydrolyse des Lactons, méglicher- 
weise unter Mitwirkung einer y-Lactonase. Zu einer solchen Vermutung 
sahen wir uns zunachst berechtigt, da in der Regel Glucuronat rascher 
abgebaut wird als das Lacton. Als aber Stémme aufgefunden wurden, 
die das Lacton leicht, Glucuronat hingegen nur bei bestimmten Zu- 
sitzen angreifen kénnen, war diese Hypothese nicht mehr langer auf- 
rechtzuerhalten. Vielmehr ist bei Beriicksichtigung aller Befunde jetzt 
anzunehmen, da8 aus Glucuronat und aus Glucuronsdurelacton durch 
zwei verschiedene Mechanismen ein gemeinsames Reaktionsprodukt ,,X“‘ 
entsteht. Die Reaktion: Glucuronat > ,,X“ ist offenbar ein endergoni- 
scher ProzeB, da ihre Erméglichung durch derart verschiedenartige 
Substanzen wie Cystein oder Glucose kaum anders als thermodynamisch 
zu deuten ist. Fiir die Reaktion: Glucuronsaurelacton > ,,X“‘ ist eine 
Energiezufuhr von auBen anscheinend nicht erforderlich, vielleicht des- 
halb nicht, weil fiir sie die Lacton-Bindungsenergie ausreichend ist. 
Die Annahnie von zwei verschiedenen Initialreaktionen beim Ab- 
bau von Glucuronat und Glucuron steht nicht im Widerspruch zu der 
experimentellen Tatsache, daB Zellen nach Adaptation auf Glucuronat 
auch auf Lacton adaptiert sind und umgekehrt, wenn man die Méglich- 
keit einer ,,Simultan-Adaptation‘‘ in Betracht zieht. Beispiele fiir die 
gleichzeitige Adaptation auf mehrere, chemisch nahe verwandte Sub- 
strate bei Angebot eines Vertreters der Gruppe sind in der mikro- 
biologischen Literatur hinlinglich bekannt. 


Zusammenfassung 


1. Zum Abbau von Glucuronat und Glucuronsaurelacton sind alle unter- 
suchten Enterobacteriaceen mit Ausnahme der Gattung Proteus be- 
fahigt. Bei den iibrigen gepriiften Arten der Ordnung Hubacteriales 
konnte diese Fahigkeit nur noch fiir einen Pseudomonas-Stamm nach- 
gewiesen werden. 

2. Das glucuronsiureabbauende Ferment ist in jedem Fail bei den Arten 
der Ordnung Eubacteriales adaptativer Natur. 

3. Bei einer Adaptation auf Glucuronat findet gleichzeitig auch eine 
Adaptation auf Glucuronsaurelacton statt und umgekehrt. Aus dieser 
Tatsache und den Beobachtungen, da8 keine Unterschiede in der 
Wachstumskinetik beim Wachstum in Glucuronat und Glucuron 
festgestellt werden konnten, und da8 ebenfalls keine Anderung im 
Verhiltnis der Aktivitaéten gegeniiber Glucuronat und Lacton im 
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Verlaufe der Alterung adaptierter oder nichtadaptierter Zellen erfolgt, 
wird geschlossen, daB Glucuronat und Lacton auf gleichem Wege ab- 
gebaut werden. 


. Eine Hydrolyse von Glucuronsiurelacton zu Glucuronat kann als 


einleitende Reaktion ausgeschlossen werden, da Staémme nach- 
gewiesen wurden, die zwar das Lacton, a priori aber nicht Glucu- 
ronat abzubauen vermégen. Zur Adaptation auf Glucuronat werden 
diese Stémme erst befahigt, wenn ihnen auBer Glucuronat noch ein 
energielieferndes Substrat angeboten wird. Aus diesen Befunden wird 
gefolgert, daB Glucuronsiurelacton und Glucuronat vor ihrem Ab- 
bau in ein gemeinsames Reaktionsprodukt ,,X“‘ umgewandelt werden, 
und daB die Reaktion Glucuronat— ,,X“‘ eine endergonische ist, wah- 
rend die Reaktion Glucuron > ,,X“‘ durch die Bindungsenergie des 
Lactons thermodynamisch erméglicht wird. 


. Aus Versuchen an wuchsstoffbediirftigen Mutanten geht hervor, daB 


Pyridinfermente beim bakteriellen Glucuronsiureabbau beteiligt sind. 


Summary 


. All of the Enterobacteriaceae investigated are capable of the cata- 


bolism of glucuronate and glucuronic acid lactone with the exception 
of the genus Proteus. Among the rest of the types tested in the order 
Eubacteriales, only a strain of Pseudomonas had this ability. 


. In all cases in the order Hubacteriales the enzyme involved in glu- 


curonic acid catabolism is adaptive in nature. 


. During adaptation on glucuronate, an adaptation to glucuronic acid 


lactone also occurs simultaneously and vice versa. From this fact 
and from the observations that no differences in growth kinetics 
could be determinded during growth on glucuronate and glucurone 
and that no.alteration in the ratio of the activities against glucuronate 
and lactone took place during aging of adapted or non adapted cells, 
it is concluded that glucuronate and lactone are catabolized through 
the same pathway. 


. The possibility of a hydrolysis of glucuronic acid lactone to glucuro- 


nate as an initial reaction can be excluded since strains could be 
detected which could catabolize a priori the lactone but not the glu- 
curonate. These strains can be adapted to glucuronate only if an 
energy yielding substrate is supplied to them in addition to glucu- 
ronate. From these findings it is concluded that glucuronic acid 
lactone and glucuronate are converted to a common reaction pro- 
duct ,,X‘‘ before degradation and that the reaction glucuronate— ,,X‘‘ 
is endergonic while the reaction glucurone—> ,,X‘‘, using the bond 
energy of the lactone, is thermodynamically possible. 


. Experiments with chemical mutants indicate that pyridine enzymes 


are concerned in the catabolism of glucuronic acid by bacteria. 
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Uber die Struktur der ,,amorphen Anteile‘ 
des Seidenfibroins 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Otto Kirchmeier 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt-Leitz, und der Chemischen Abteilung des Heiligenberg- 
Instituts, Heiligenberg (Baden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1958) 


Durch Abbau des Seidenfibroins, der entbasteten Faser, mit Chymo- 
trypsin erhaélt man in etwa 60% Ausbeute deren kristalline Haupt- 
komponente!; sie wurde als Protofibroin bezeichnet?; denn sie stellt eine 
einheitliche Substanz dar von einfacher Zusammensetzung, sie enthalt 
nur die Aminoséuren Glykokoll, Alanin, Serin und Tyrosin als Bausteine, 
und zwar im Verhialtnis 21: 14: 7: 1. Die Feinstruktur des Protofibroins 
scheint eine tiberwiegend periodische zu sein: Aus der Isolierung und 
Kennzeichnung der beim partiellen Abbau mit Saure gebildeten Peptide 
ergibt sich niémlich nach Waldschmidt-Leitz und Zeiss? als ein- 
fachste Moglichkeit dafiir eine siebenmalige Wiederholung der Amino- 
siuresequenz Gly-ala-ser-gly-ala-gly, am Carboxylende abgeschlossen 
durch einen Tyrosinrest, entsprechend also dem Schema (Gly-ala-ser- 
gly-ala-gly),-tyr, wihrend Lucas, Shaw und Smith®* der Substanz 
eine kompliziertere Struktur, entsprechend dem Schema Gly-gly-gly- 
ala-gly-[ser-gly-(ala-gly), ],-ser-gly-ala-ala-gly-tyr zuschreiben. 

Die bei der Einwirkung des Chymotrypsins auf Seidenfibroin neben 
der Bildung des Protofibroins abgespaltenen léslichen Peptide ent- 
stammen den ,,amorphen‘‘ Anteilen des Seidenfibroins; sie sollten neben 
groBen Mengen von Glykokoll, Alanin, Serin und Tyrosin alle iibrigen 
im Seidenfibroin festgestellten Aminosiuren’, nimlich kleinere Mengen 
von Valin, Leucin, Isoleucin, Threonin, Prolin, Phenylalanin, Asparagin- 
siure, Glutaminsiure, Arginin, Lysin und Histidin enthalten. Um die 
Frage nach der Zusammensetzung dieses Peptidgemischs, nach der An- 
zahl und der Natur seiner einzelnen Komponenten, aufzuklaren, haben 
wir seine Auftrennung mit papierchromatographischen Methoden durch- 
gefiihrt: Wir erhielten dabei bisher 31 Peptidfraktionen, die durch ihre 
Zusammensetzung oder die in einigen wenigen Fallen gleichartiger Zu- 
sammensetzung durch ihre endstandigen Bausteine oder ihre Ketten- 








1 B. Drucker, R. Hainsworth u. 8. G. Smith, J. Textile Inst. Trans. 44, 
T 420 [1953]; E. Waldschmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 298, 239 [1954]. 

2 E. Waldschmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 300, 49 [1955]. 

3 F. Lucas, J.T. B. Shaw u. 8. G. Smith, Biochem. J. 66, 469 [1957]. 

4 Vgl. die Bausteinanalyse von W. A. Schroeder u. L. M. Kay, J. Amer. 
chem. Soc. 77, 3908 [1955]. 
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Sicherheit beurteilt werden kann. 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Otto Kirchmeier, 





lange, nicht nur durch ihre Ry-Werte unterschieden werden kénnen, 
Eine gréBere Anzahl dieser Peptide tritt indessen nur in geringer Menge, 
zu schétzungsweise weniger als 1° des Gesamtgemischs auf, so daB ihre 
Bedeutung fiir den Aufbau der amorphen Anteile der Faser nicht mit 


Tab 1. Analyse des Peptidgemischs aus den amorphen Anteilen 
(die endstandigen Bausteine sind gesperrt gesetzt). 














Farbun Ry-Wert in 

Peptid oh “mit mutenel 

Nr. Vorkommende Aminoséuren Nin- Phenol/ Ameisen- 
sdure 

hydrin ee Wasser 
1 | Asp-(Ser,Thr,Glu,Arg,Lys)-Tyr. . . rot 0,02 0,03 
2 | Gly-(Ala,Ser,Asp,Glu,Arg,Lys)-Tyr . rot 0,52 0,05 
3 | Ser-(Gly,Asp,Glu)-Tyr ...... blau 0,52 0,08 
4 | Ala-(Gly,Ser,Asp,Glu)-Phe .... violett 0,52 0,10 
5 | Glu-(Gly,Ser,Asp,Arg)-Tyr .... orange 0,39 0,02 

6 Gly-(Ala,Val,Leu ’Ser Met] Pro. Glu, 

Lys, X,>)- Ty “a ee Gers On re violett 0,95 0,00 
7 | Ala- (Gly,Ser). BM rts oles dso gelb 0,98 0,02 
8 | Gly-(Ala,Val,Pro)-Tyr ...... braungelb 0,92 0,04 
9 Gly-(Ala,Val,Ser)-Tyr ...... gelb 0,95 0,06 
10 | Gly-(Ala,Val,Ser)-Tyr ...... violett 0,97 0,08 
ll Ata(Wiy)-Tyt ss Sie ee gelb 0,94 0,09 
12 | Asp-(Gly,Ala,Val)-Tyr ...... gelb 0,95 0,12 
13. | Gly-(Ser,Asp,Glu)-Tyre ...... violett 0,34 0,10 
14 Ser-(Gly,Asp,Glu)-Phe ...... violett 0,37 0,10 
15 | Ser-(Asp,Glu)-Tyr ........ blau 0,28 0,08 
16 | Glu-(Asp)-Phe.......... blau 0,12 0,10 
17 | Glu-(Gly,Ala,Ser,Asp)-Tyr .... blau 0,16 0,15 
18 | Glu-(Gly,Asp)-Phe ........ blau 0,19 0,10 
19 | Asp-(Gly,Thr,Glu,X,4)-Phe . . : rot 0,07 0,07 
20 | Ala-(Gly,Ser, Thr, Asp,Glu, X,5)-T yr violett 0,40 0,15 
21 | Ala-(Ser,Asp,Glu)-Tyr ...... violett 0,40 0,17 
22 Gly-(Ala,Leu,Ser,Asp,Glu)-Tyr. . . gelb 0,72 0,11 
23 | Val-(Gly,Ala,Asp,Glu)-Tyre ... . gelb 0,72 0,15 
24 | Gly-(Ser,Asp)-Tyr ........ gelb 0,55 0,13 
25 | Gly-(Ala,Pro,X,5)-Tyr ...... gelb 0,74 0,22 
26 | Gly-(Ala,Ser,X,>)-Tyr....... gelb 0,47 0,23 
27 A Lg eT A ee oe violett 0,59 0,30 
Se [eS a grauviol. 0,56 0,34 
29 Val-(Gly,Ala,Met,Glu)-Tyr .... violett 0,80 0,52 
30 | Ala-(Gly,Ser,Met,Pro)-Tyr .... violett 0,70 0,38 
31 Ala-(Gly,Leu,Glu)-Tyr ...... violett 0,84 0,65 





a Ein am Ausgangspunkt der papierchromatographischen Analyse verbliebener und weniger 


als 1% betragender Anteil wurde nicht beriicksichtigt. 


b Dieser Baustein konnte auf Grund seines Rp-Wertes mit keiner der als Eiwei8bausteine 
bekannten Aminosiuren identifiziert werden; der Ry-Wert in Phenol/Wasser nach Butanol/Ameisen- 


siure/Wasser lieBe auf Dihydroxyphen, lalanin schlieBen. 


c Das Peptid, dessen Rp-Wert mit dem von freiem Glykokoll tibereinstimmt, enthilt ver- 


mutlich das letztere als Beimischung. 
d Bisher nicht identifizierter Baustein. 


e Unter Beriicksichtigung der gefundenen Kettenlinge diirfte dieses Peptid noch ein Gemisch 


darstellen. 
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Die Ergebnisse der Analysen sind zusammen mit der relativen Be- 
teiligung der einzelnen Peptidfraktionen am Gesamtgemisch und der er- 
mittelten Kettenlinge® in Tab. 1 und 2 verzeichnet. 

Die Frage, ob alle angefiihrten Peptide bereits als einheitlich an- 
zusehen sind, wird sich erst nach einer Prifung mittels zusitzlicher 






















Tab. 2. Kettenlinge und relativer Anteil der Peptidkomponenten 
(* bedeutet Bestimmung nach dem kolorimetrischen Verfahren mit Ninhydrin). 








Peptid Nr. Kettenlange Anteil (%) 
1 3—4* 1 
2 8—9 2 
3 4—5* 2 
+ 4—5* 1 
5 4* 2 
6 16—17 8 
i ll 5 
8 7 16 
9 7 8 

10 8 6 
ll cs 4 
12 0g 5 
13 2 11 
14 4—5* <l 
15 3* 1 
16 1—2* <l 
17 6 <l 
18 1—-2* <1 
19 2—3* <l 
20 cg <l 
21 5* <l 
22 7 <1 
23 3-4 2 
24 6 2 
25 5 3 
26 6 2 
27 2 9 
28 3 4 
29 3* 3 
30 8—9 1 
31 5 3 








5 Die Kettenlinge wurde bei der Mehrzahl der Peptide, namlich bei den in 
groBerer Menge anfallenden, durch die Bestimmung des Quotienten N : NH,, bei 
den iibrigen mit einem an synthetischen Peptiden erprobten Verfahren, namlich 
durch den Vergleich der Farbintensitaét nach Reaktion mit Ninhydrin vor und 
nach der Hydrolyse ermittelt; aus dem Vergleich der Farbintensitét mit Nin- 
hydrin vor der Hydrolyse ergibt sich dabei auch ein ungefaéhrer MafSstab zur 
Beurteilung der relativen Mengen der einzelnen Peptide; man beobachtete dabei 
in jedem einzelnen Falle Proportionalitaét zwischen Peptidmenge und Farb- 
intensitét. Die im Vergleich zur Zahl der in Tab.1 genannten Aminosauren 
manchmal zu klein gefundene Kettenlinge ist durch Verunreinigung der Pep- 
tide mit Aminoséuren, Uneinheitlichkeit der Peptide oder durch Mange! in der 
Kettenlaingen-Bestimmung deutbar. 
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chromatographischer Verfahren mit Sicherheit entscheiden lassen; die 


Tatsache indessen, daB jeweils nur ein amino- bzw. carboxyl-endstandiger — 


Baustein beobachtet wurde, spricht nicht fiir Peptidgemische. 


Bemerkenswert ist der Befund, da8 fiir alle Fraktionen iibereinstim- 
mend Tyrosin oder Phenylalanin und jeweils nur eine dieser Aminoséuren 
als carboxylendstandiger Baustein gefunden wurde; es entspricht dies der 
spezifischen Wirkungsweise des Chymotrypsins, dessen Wirkung nach 
den bisher vorliegenden Erfahrungen an synthetischen Substraten auf 
solche Bindungen beschrankt ist, an welchen Tyrosin, Phenylalanin, 
Tryptophan oder Arginin mit der Carboxylgruppe beteiligt ist®, 


Unter den amino-endstindigen Bausteinen der Peptidfraktionen 
iiberwiegen Glykokoll und Alanin so sehr, daB schaitzungsweise 80% aller 
gebildeten Peptide, aus den anfallenden Mengen errechnet, diese beiden 
Aminosauren als amino-endstandig aufweisen, also durch Spaltung der 
Bindung Tyr-gly bzw. Tyr-ala hervorgegangen sind. Die Haufigkeit des 
danach anzunehmenden Vorkommens dieser Bindungen, entsprechend 
52%, fir Tyr-gly bzw. 27% fiir Tyr-ala, steht iibrigens zueinander in 
ahnlichem Verhialtnis wie die Beteiligung der beiden Aminoséuren Glyko- 
koll und Alanin am Aufbau der amorphen Anteile insgesamt. 

Die beobachtete Einheitlichkeit der carboxyl-endstindigen Bau- 
steine 14Bt auch die Méglichkeit von Transpeptidierungsvorgingen, 
welche etwa bei der Wirkung des Chymotrypsins erfolgt sein kénnten, 
kaum zu. Die gebildeten Peptide erscheinen daher als solche als Bestand- 
teile der amorphen Anteile des Seidenfibroins vorgebildet, zumal ein 
Uberlappen einzelner Peptidbruchstiicke, wie es bei partieller Hydrolyse 
mit Saure resultiert, bei der ausgepragten Spezifitat des Chymotrypsins 
ausgeschlossen werden kann. 

Aus den groBen aufgefundenen Unterschieden in den Kettenlingen 
der einzelnen Peptidfraktionen, welche alle Tyrosin bzw. Phenylalanin 
als carboxyl-endstindigen Baustein aufweisen, ist ferner zu schlieBen, 
daB diese Aminosauren in den amorphen Anteilen oder Zonen des Seiden- 
fibroins nicht in periodischer, sondern in unregelmaBiger Verteilung vor- 
liegen ; das gleiche scheint auch fiir einige andere Aminosiuren, beispiels- 
weise fiir Glutaminsaure oder Asparaginsiure, zuzutreffen. Die Struktur 
der amorphen Anteile des Seidenfibroins ist demnach, den réntgeno- 
graphischen Befunden entsprechend, durch éine viel geringere Ordnung 
hinsichtlich der Aufeinanderfolge der Bausteine gekennzeichnet als die 
des kristallinen Anteils, des Protofibroins. Vorstellungen iiber eine regel- 
maBige Aminosiuresequenz im Gesamtfibroin, wie sie von Bergmann 


® Siehe dazu z. B. M. Bergmann u. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 118, 
405 [1937]; 145, 253 [1942]; A. H. Pentl u. I. H. Page, ebenda 168, 49 [1945/46]; 
G. W. Schwert, H. Neurath, S. Kaufman u. J. E.Snoke, ebenda 172, 221 
[1947/48]; G. W. Schwert u. S. Kaufman, ebenda 180, 517 [1949]; S. Kauf- 
man u. H. Neurath, Arch. Biochemistry 21, 437 [1949]; E. F. Jansen, 
A. L. Curl u. A. K. Balls, J. biol. Chemistry 189, 671 [1951]; D.S. Hogness 
u. C. Niemann, J. Amer. chem. Soc. 75, 884 [1953]. 
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und Niemann’ auf Grund der Haufigkeit der einzelnen Bausteine oder 
in neuerer Zeit von Marsh, Corey und Pauling® auch aus réntgeno- 
graphischen Befunden abgeleitet wurden, z. B. einer regelmaBigen Auf- 
einanderfolge eines Glykokoll- und eines andersartigen Aminosaurerestes, 
Vorstellungen also, die schon fiir die Feinstruktur des kristallinen Anteils 
nicht zutreffen, kann man demnach wohl als gegenstandslos betrachten. 

Auch die Frage, ob in der Seidenfaser kristalline und amorphe An- 
teile getrennt nebeneinander vorliegen, nicht durch Hauptvalenzen, son- 
dern etwa assoziativ miteinander verknipft®, 148t sich auf Grund unserer 
Befunde entscheiden. Ihre Beantwortung ergibt sich aus den Beob- 
achtungen beim stufenweisen Abbau des Seidenfibroins mit Trypsin und 
dann mit Chymotrypsin. Zwei Drittel der insgesamt durch Chymotrypsin 
spaltbaren Bindungen im Seidenfibroin, dem Umfang, nicht der Art nach, 
kann man durch Trypsin zerlegen; die darauf folgende Einwirkung von 
Chymotrypsin ergibt dann als unléslichen und unspaltbaren Anteil das 
nimliche Protofibroin, das bei der Einwirkung von Chymotrypsin allein 
erhalten wird. In dieser zweiten Stufe des enzymatischen Abbaus, mit 
Chymotrypsin nach Trypsin, wird nun, wie die papierchromatographische 
Trennung und die qualitative Bausteinanalyse der getrennten Peptid- 
fraktionen ergeben hat, ein sehr ahnliches Peptidgemisch gebildet wie 
beim totalen Abbau des Seidenfibroins mit Chymotrypsin, ein Gemisch 
von Peptidfraktionen namlich mit ahnlichen R,-Werten und, soweit 
ermittelt, von ahnlicher Zusammensetzung. Es geht daraus hervor, daB 
der amorphe Anteil im Seidenfibroin nicht an einem einzigen kristallinen 
Anteil gebunden vorliegt, sondern daB kristalline und amorphe Zonen 
miteinander abwechseln. Die Frage indessen, ob das Seidenfibroin aus 
einer einzigen langen Peptidkette besteht!® oder aber ob auch hier, wie 
es nach den Erfahrungen an anderen Proteinen viel wahrscheinlicher ist, 
mehrere kiirzere Peptidketten, durch Nebenvalenzen assoziiert, neben- 
einander vorhanden sind, deren kristalline Zonen strukturell iiberein- 
stimmen, deren amorphe Zonen dagegen sich strukturell unterscheiden, 
li8t sich auf Grund der vorliegenden Befunde noch nicht entscheiden. 
Es wird unsere Aufgabe sein, durch die restlose Trennung der beim 
stufenweisen enzymatischen Abbau aus Seidenfibroin gebildeten Peptide 
und durch eine quantitative Bausteinanalyse aller Peptidfraktionen auch 
zur Beantwortung dieser Frage weitere Belege zu erbringen. 








7M. Bergmann u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 122, 577 [1938]. 

8 R. E. Marsh, R. B. Corey u. L. Pauling, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 16, 1 [1955]. 

® Sie dazu die auf réntgenographische Beobachtungen sich griindende 
negative Stellungnahme bei Marsh, Corey und Pauling’. 

10 Unter Zugrundelegung des von F. Holmes u. D. J. Smith (Nature [Lon- 
don] 169, 193 [1952]; siehe dazu die gleichsinnigen Befunde von M. C. Corfield, 
F. O. Howitt u. A. Robson, Nature [London] 174, 603 [1954]) durch Sedimen- 
tationsanalyse ermittelten Mindestmolekulargewichts von 84000 und eines durch- 
schnittlichen Molekulargewichts der Aminoséurebausteine, entspr. 78, sollte eine 
solche Peptidkette aus etwa 1080 Aminosaureresten bestehen. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Enzymatischer Abbau des Seidenfibroins 


Den enzymatischen Abbau des durch Einwirkung von Papain auf 
die Seidenfaser entbasteten, in konz. Lithiumrhodanid gelésten und durch 
Dialyse wiederum vom Rhodanid befreiten Fibroins durch Chymotryp. 
sin, durch Trypsin sowie durch aufeinanderfolgende Wirkung von Tryp. 
sin und Chymotrypsin bewirkte man im wesentlichen, wie friiher be- 
schrieben™; er wurde, wie in den Tab. 3—5 verzeichnet, jeweils bis zur 
Konstanz der Zunahme an Aminostickstoff gefiihrt. 


Tab. 3. Abbau von Seidenfibroin durch Chymotrypsin 


(Ansatz: 350 mg Fibroin + 3,0 mg krist. Chymotrypsin [Armour u. Co.]; pu 8,2, 
eingestellt mit 2-n. NaOH; 35°; Gesamtvolumen 50 com; Angaben beziehen sich 
auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 35,0 mg Fibroin). 

Zeit (Min.) 20 50 75 
Zuwachs mg Aminostickstoff 0,40 0,72 0,73 


Tab. 4. Abbau von Seidenfibroin durch Trypsin 


(Ansatz: 350 mg Fibroin + 3,0 mg krist. Trypsin [Armour u. Co.]; px 8,2, ein- 
gestellt mit 2-n. NaOH; 35°; Gesamtvolumen 50 ccm; Angaben beziehen sich auf 
die Analysenprobe von 5,0 ccm, entspr. 35,0 mg Fibroin). 

Zeit (Min.) 35 70 100 
Zuwachs mg Aminostickstoff 0,30 0,50 0,49 


Tab. 5. Abbau von Seidenfibroin durch Chymotrypsin nach Trypsin 


(Ansatz: 700 mg Fibroin -+ 3,0 mg krist. Trypsin; pq 8,2, 35°; Gesamtvolumen 

100 ccm; nach 100 Min. Einwirkungszeit Trypsin durch 15 Min. langes Kochen 

inaktiviert, darauf 3,0 mg krist. Chymotrypsin zugesetzt; Angaben beziehen sich 
auf die Analysenprobe von 5,0 ccm, entspr. 35,0 mg Fibroin). 








Einwirkung von Zeit (Min.) Zuwachs mg Aminostickstoff 
Trypsin 25 0,30 
50 0,43 
75 0,49 
100 0,49 
Chymotrypsin 65 0,76 
90 0,76 





2. Analyse der unléslichen Spaltprodukte (Protofibroin) 


Isolierung: Das nach erschépfender Einwirkung (3 bzw. 2 Stdn. 
bei pu 8,2 und 35°) von 100 mg krist. Chymotrypsin bzw. krist. Trypsin 
auf 3,5 g Seidenfibroin aus 500 ccm waBriger Lésung abgeschiedene un- 
lésliche Spaltprodukt isolierte man nach dem Abschleudern in der 
Zentrifuge und Waschen mit Wasser, dann mit Methanol durch Trock- 


1 EK. Waldschmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 300, 49, u. zwar S. 58ff. 
[1955]. 
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nen bei 60°; die Ausbeute an Protofibroin nach Chymotrypsineinwirkung 
entsprach 2,1 g Substanz, die an ,,Try-Fibroin“ (nach Trypsineinwir- 
kung) 2,8 g, entspr. 60 bzw. 80% des angewandten Seidenfibroins. 

2,0 g des tryptischen Abbauprodukts (,,Try-Fibroin“) wurden in 
50 cem 49-proz. Lithiumrhodanid gelést und nach dem Verdiinnen mit 
Wasser auf 500 ccm wiederum bei px 8,2 und 35° dem erschépfenden 
Abbau mit 100 mg krist. Chymotrypsin wahrend 2 Stdn. iiberlassen. 
Das abgeschiedene unlésliche Spaltprodukt, wie oben gewaschen und 
getrocknet, dessen Ausbeute mit 1,5 g 60%, auf das angewandte Seiden- 
fibroin bezogen, betrug, erwies sich, wie nachfolgend belegt, als identisch 
mit Protofibroin; sein Stickstoffgehalt betrug 20,2°% (106,2 mg: 
107,5 cem n/70-H,SO,: 21,5 mg Stickstoff nach Kjeldahl, gegeniiber 
100,0 mg: 101,0 cem n/70-H,SO,: 20,2 mg Stickstoff). 

Bausteinanalysen: Die quantitative Bausteinanalyse nach 
Stein und Moore” mittels Chromatographie an Starkesaiulen ergab 
fir die unléslich sich abscheidenden Spaltprodukte der Chymotrypsin- 
und der Trypsin-Chymotrypsin-Einwirkung nahezu identische Werte; sie 
enthielten, wie Tab. 6 belegt, nur die vier Aminosiuren Glykokoll, 
Alanin, Serin und Tyrosin, und im namlichen Verhaltnis. Auch die 
Endgruppenanalysen, nach Sanger fiir die amino-endstiandigen, mittels 
Carboxypeptidase fiir die carboxyl-endstandigen Bausteine vorgenom- 
men, ergaben fiir beide Substanzen tibereinstimmend Glykokoll bzw. 
Tyrosin. 
Tab. 6. Bausteinanalysen der unléslichen Spaltprodukte nach Chymotrypsin- 


bzw. Trypsin-Chymotrypsineinwirkung 
(angewandt 0,529 mg bzw. 0,495 mg N, entspr. 2,62 bzw. 2,45 mg Substanz). 























Analysiert Aminosaure | Gef. y |entspr.g/100g}_ mMol | Mol-Verhilt. 

Protofibroin, Tyrosin 130 5,0 0,72 1 

durch Abbau mit} Serin 560 21,4 5,33 7,4 
Chymotrypsin Alanin 900 34,4 10,1 14,0 
gewonnen Glykokoll 1235 47,2 16,5 22,6 
Protofibroin, Tyrosin 122 5,0 0,67 1 

durch Trypsin-+ | Serin 531 21,7 5,05 7,4 
Chymotrypsin- Alanin 846 34,6 9,50 14,0 
abbau gewonnen | Glykokoll 1148 46,9 15,3 22,8 





3. Analyse der léslichen Spaltprodukte 


a) Einwirkung von Chymotrypsin: Die nach der Einwirkung 
von Chymotrypsin auf Seidenfibroin neben dem ausgefallenen Proto- 
fibroin gebildeten léslichen Peptide isolierte man durch Eindampfen 
der vom Protofibroin abgetrennten Lésung zur Trockene im Vak. bei 40° 
und zerlegte das Peptidgemisch dann mittels Papierchromatographie, 
in erster Phase mit Phenol/Wasser 80:20 als Lésungsmittelgemisch, 


a W. H. Stein u. 8S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]; 178, 53, 79 
[1949]. 
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Tab. 7. Papierchromatographische Analyse der nach Einwirkung von Chymo- 
trypsin gebildeten Peptide. 















































< Ry in - Ry in 
=| Gef. Aminosiure | Butanol/ Phenol ie Gef. Aminosiure | Butanol/ e 
ge en iene a” Amann’ Wass! 
1 Asparaginséure | 0,16 0,14 co 0,33 0,84 
Serin — 0,22 0,27 Tyrosin . 0,35 0,53 
Threonin. . . 0,27 0,37 9 | Glykokoll 0,14 0,32 
Glutaminsaure | 0,26 0,24 Atanen. ° i). 0,33 0,56 
Arginin 0,09 0,55 Valin 0,55 0,75 
Lysin.... 0,05 0,46 Serin 0,13 0,25 
Tyrosin ... 0,34 0,55 Tyrosin 0,36 0,55 
Glykokoll . . 0,14 0,32 10 | Glykokoll 0,12 0,33 
Alanin. . 0,33 0,56 Alanin. ss. 0,34 0,55 
Serin and 0,13 0,27 Valin 0,56 0,78 
Asparaginsaure 0,14 0,13 Serin 0,13 0,27 
Glutaminsaure | 0,20 0,29 Tyrosin 0,35 0,53 
Arginin 0,09 0,55 11 | Alanin. .... 0,33 0,55 
Lysin . 0,05 0,46 Glykokoll . . 0,14 0,32 
Tyrosin 0,34 0,55 Tyrosin 0,34 0,53 
Ce ee 0,15 0,28 12 | Asparaginséure 0,13 0,14 
Glykokoll . 0,18 0,33 Glykokoll 0,15 0,32 
Asparaginsaéure 0,14 0,13 zien. eC 0,33 0,56 
Glutaminsaure 0,20 0,28 Valin 0,55 0,75 
Tyrosin 0,37 0,48 Tyrosin 0,34 0,56 
pA 0,30 0,45 13 | Glykokoll 0,14 0,32 
Glykokoll 0,18 0,33 Serin , 0,13 0,27 
Serm .... 0,17 0,29 Asparaginséure 0,14 0,13 
Asparaginsdure 0,13 0,14 Glutaminsaure 0,19 0,27 
Glutaminsaure 0,22 0,27 Tyrosin 0,35 0,51 
Phenylalanin . 0,56 0,79 141 Se SS 0,13 0,25 
Glutaminsaure 0,20 0,28 Glykokoll 0,14 0,30 
Glykokoll 0,15 0,33 Asparaginséure | 0,14 0,13 
Serin é 0,15 0,27 Glutaminsaure | 0,19 0,26 
Asparaginsaure | 0,16 0,14 Phenylalanin . 0,56 0,86 
Arginin 0,10 0,55 15 | Serin ‘ 0,13 0,27 
Tyrosin . 0,34 0,55 Asparaginséure | 0,13 0,14 
Glykokoll 0,14 0,32 Glutaminsaure 0,19 0,28 
Alanin. ... 0,30 0,50 Tyrosin 0,34 0,53 
Valin 0,55 0,75 16 | Glutaminsaure 0,20 0,29 
Leucin. ... 0,69 0,83 Asparaginsaure 0,14 0,13 
Serin : 0,13 0,27 Phenylalanin . 0,56 0,79 
Methionin . . 0,52 0,82 17 | Glutaminsaure 0,19 0,30 
Prom 4,4 4 « 0,34 0,86 Glykokoll 0,14 0,33 
Glutaminsaure 0,20 0,27 Alanin. ... 0,30 0,49 
Lysin . 0,06 0,47 Serin ; 0,13 0,29 
RA Tas LY 0,38 0,53 Asparaginsaure 0,14 0,13 
Tyrosin 0,35 0,49 Tyrosin 0,34 0,50 
“ f Alanin. .. 0,33 0,53 18 | Glutaminsaure 0,19 0,27 
Glykokoll 0,14 0,32 Glykokoll 0,13 0,31 
Serin 0,13 0,29 Asparaginsaure 0,14 0,14 
Tyrosin ... 0,34 0,55 Phenylalanin . 0,62 0,80 
Glykokoll 0,13 0,33 || 19 | Asparaginsdéure | 0,15 0,16 
Alanin. . 0,30 0,50 Glykokoll 0,17 0,31 
Valin 0,54 0,78 Threonin. . . 0,24 0,37 
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Tab. 7. Fortsetzung 
































© Ry in 2 Ry in 
Be Gef. Aminosiure Bron ran f Phenol/ BF Gef. Aminosiure Pricer | Phenol / 
Wasser r Wasser asser 
Glutaminsaure 0,20 0,25 Tyrosin ... 0,34 0,55 
Bivite Gili 0,22 0,28 || 25 | Glykokoll . . 0,16 0,30 
Phenylalanin 0,58 0,78 Alanin . : 0,33 0,56 
20 | Alanin.... 0,29 0,49 re 0,34 0,86 
Glykokoll . . 0,12 0,32 eee es 0,39 0,55 
Serin Aue 0,12 0,27 Tyrosin ... 0,34 0,55 
Threonin. .. 0,18 0,40 26 | Glykokoll .. 0,18 0,34 
Asparaginsdure | 0,09 0,12 Alanin . . 0,39 0,50 
Glutaminsaure | 0,15 0,27 Serin 0,14 0,28 
MA BAN ¥s, Boos 0,36 0,54 20 ire 0,39 0,55 
Tyrosin 0,30 0,49 Tyrosin 0,43 0,55 
21 Alanin. . . 0,31 0,52 |} 27] Alanin. ... 0,33 0,56 
Serin .... 0,14 0,26 Tyrosin ... 0,35 0,55 
Asparaginsaure | 0,13 UE Gel i i: Oe 0,39 0,55 
Glutaminsaure 0,18 0,28 Tyrosin : 0,35 0,55 
Tyrosin ... 0,34 0,51 2G) VARA 4 ss 0,56 0,75 
22 | Glykokoll . . 0,17 0,35 Glykokoll . . 0,12 0,32 
Alanin. . . 0,36 0,53 Alanin. ... 0,34 0,51 
Leucin. ... 0,69 0,82 Methionin . . 0,52 0,81 
Sern .... 0,15 0,29 Glutaminsaure | 0,20 0,27 
Asparaginsaure 0,15 0,16 Tyrosin ... 0,35 0,50 
Glutaminsaure 0,21 0,30 30} Alanin. ... 0,33 0,55 
Tyrosin 0,39 0,53 Glykokoll . . 0,19 0,31 
23), 1) VOuRiG os +) > 0,55 0,75 BOP. '% .) . 0,17 0,24 
Glykokoll . . 0,14 0,32 Methionin . . 0,58 0,81 
Alanin. ... 0,33 0,56 Prouims.. .. .. . 0,32 0,85 
Asparaginsaure 0,14 0,13 Tyrosin ... 0.37 0,54 
Glutaminsaure | 0,19 0,29 || 31 | Alanin. ... 0,33 0,56 
Tyrosin . . 0,34 0,55 Glykokoll . . 0,14 0,32 
24 Glykokoll 0,14 0,32 Leucin. ... 0,69 0,83 
Serin ie 0,13 0,25 Glutaminsaure 0,20 0,29 
Asparaginsaure 0,14 0,13 WyfOs: 4 ... 0,34 0,55 


wobei eine Auftrennung in acht verschiedene Zonen eintrat, in zweiter 
Phase nach einer getrennt vorgenommenen Elution der einzelnen Zonen 
mittels Wasser durch Butanol/Ameisensiure/Wasser 75:15:10 als 
Lésungsmittelgemisch, wobei eine weitere Aufteilung in insgesamt 31 
verschiedene Komponenten erreicht wurde; sie wurden getrennt mit 
Wasser eluiert. Insgesamt angewandt 2,0 g Peptidgemisch, jeweils strich- 
formig aufgetragen in 200 Anteilen von je 10 mg?*. Die so getrennten 
Komponenten erwiesen sich als papierchromatographisch im wesent- 
lichen einheitlich, nur in einigen wenigen Fallen konnten Beimischungen 
geringer Mengen anderer Peptide festgestellt werden. 


13 Der Verlauf der chromatographischen Auftrennung wurde fiir die einzelnen 
Peptidfraktionen hinsichtlich ihrer Lage und der Farbe ihres Reaktionsprodukts 
mit Ninhydrin jeweils durch einen Vorversuch ermittelt. 
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Die qualitative Analyse der Zusammensetzung wurde nach 24stdg. 
Hydrolyse mit 6,5-n. HCl bei 105° (angew. je 0,2 ccm der durch Auf- 
lésen der Gesamtmenge des Peptids in 10,0 ccm Wasser erhaltenen 
Lésung, 1,0cem der Saéure) und nach dem Abdampfen der Salzsaure 
im Vak. zu einem Volumen von 0,3 ccm durch zweidimensionale Papier- 
chromatographie (Butanol/Ameisensiure/Wasser bzw. Phenol/Wasser) 
ermittelt; die Ry-Werte der gefundenen Aminosiuren, die Tab. 7 zeigt, 
wurden in jedem einzelnen Fall durch Kontrollanalysen mit den reinen 
Aminosauren sichergestellt. 

Tab. 8. Amino-endstaindige Aminosiuren in den nach Einwirkung von Chymo- 
trypsin gebildeten Peptiden. 

Tab. 9. Carboxyl-endstandige Aminosauren in den nach Eiriwirkung von Chymo- 
trypsin gebildeten Peptiden. 























Tab. 8. Tab. 9. 
= Ry in 3 | Ry in 
=| Gef. Aminosiure | Butanol/ |Phosphat-|| £5 | Gef. Aminosiure poe an Phenol/ 
a NH, puffer a” : — /) ‘Wasser 
1 | Asparaginséiure | 0,09 0,49 i) Pyrosm .. s) . 0,37 0,49 
2 | Glykokoll . . 0,18 0,25 2 fyrosin . . . 0,35 0,50 
3 1°Remn "a... « 0,17 0,38 S| Tyrosm .. . 0,35 0,50 
4] Alanin. .:. 0,27 0,34 4 | Phenylalanin . 0,56 0,75 
5 | Glutaminsaure 0,07 0,47 54 ayroem |... : 0,38 0,48 
6 | Glykokoll . .*} 0,25 0,26 6 | Tyrosin ... 0,37 0,48 
7 | BMGs 0,37 0,31 7 | Tyrosin ... 0,37 0,49 
8 | Glykokoll 0,19 0,23 S| Tyrosm ... - 0,37 0,49 
9 | Glykokoll 0,19 0,21 oi ayrosm .. . 0,36 0,49 
10 | Glykokoll 0,25 0,25 20] ‘Tyrosm .. . 0,37 0,50 
1] | Alanin. ... 0,31 0,37 bit dyrosm . . 0,37 0,49 
12 | Asparaginséure 0,11 0,48 12 | Tyros... . 0,36 0,49 
13 | Glykokoll 0,26 0,27 13 | Tyrosin ... 0,35 0,50 
14 | Serin 0,26 0,38 14 | Phenylalanin . 0,57 0,75 
15 | Serin ‘ 0,30 0,37 15 | Tyrosin .. . 0,37 0,49 
16 | Glutaminsaure 0,11 0,47 16 | Phenylalanin . 0,56 0,75 
17 | Glutaminsaure | 0,11 0,47 a7) Pyros... : 0,37 0,50 
18 | Glutaminsaure 0,10 0,45 18 | Phenylalanin . 0,56 0,76 
19 | Asparaginséure | 0,13 0,49 19 | Phenylalanin . 0,54 0,74 
20 | Alanin. ... 0,34 0,43 20 | Tyrosin ... 0,35 0,49 
21] Alanin. ... 0,34 0,42 Pl | Tyrosin ... 0,37 0,49 
22 | Glykokoll . . 0,28 0,28 22 | Tyrosin ... 0,37 0,50 
ee 0,54 0,38 23 | Tyrosin .. . 0,37 0,50 
24 | Glykokoll . . 0,23 0,26 24 Tyrosin ... 0,36 0,49 
25 | Glykokoll . . 0,25 0,26 25 | Tyrosin ... 0,37 0,47 
26 | Glykokoll . . 0,25 0,26 26 | Tyrosin ... 0,36 0,48 
27 | Ajanin. . . . 0,33 0,39 27. Deron 1. : 0,38 0,48 
oe |e. CSS oe eer 0,33 0,54 28 | Tyrosin .. . 0,37 0,49 
20 1 Van. 6. avs. 4 0,49 0,48 29 | Tyrosin .. . 0,36 0,48 
30 | Alanin. ... 0,35 0,39 30 | Tyrosin .. . 0,38 0,50 
31 | Alanin. ... 0,34 0,38 ol | Tyrosin . . . 0,37 0,49 




















Die Bestimmung der amino-endstiaindigen Aminosiuren erfolgte 
nach Sanger und Thompson" nach Umsetzung mit Dinitrofluor- 





uF, Sanger u. E. O. P. Thompson, Biochem. J. 58, 353 [1952]. 
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benzol durch zweidimensionale chromatographische Analyse der ge- 
bildeten DNP-Aminosiuren (Butanol/Ammoniak® bzw. 1,5-m. Phos- 
phatpuffer von px 6,01*). Zur Ermittlung der carboxyl-endstandigen 
Aminosauren verfuhr man nach Waldschmidt-Leitz und GauB?’, 
und zwar ebenfalls mittels zweidimensionaler Analyse (Butanol/ 
Ameisensiure/Wasser bzw. Phenol/Wasser). Die Ergebnisse der Analysen 
zeigen die Tab. 8 und 9; die beobachteten R,-Werte wurden jeweils 
durch Kontrollanalysen sichergestellt. 

b) Einwirkung von Chymotrypsin nach Trypsin: Eine weit- 
gehende, aber noch nicht vollsténdige papierchromatographische Zer- 
legung des léslichen Peptidgemischs, das bei der Einwirkung von 
Chymotrypsin auf den nach erschépfender Trypsineinwirkung auf 


Tab. 10. Analyse des Peptidgemischs nach aufeinanderfolgender Einwirkung von 
Trypsin und Chymotrypsin. 











Peptid Farbung Ry-Wert in 
Nr. mit Ninhydrin Butanol/Ameisensaure/Wasser | Phenol/Wasser 
1 rot 0,06 0,05 
2 violett 0,08 0,56 
5 violett 0,06 0,41 
6 gelb 0,02 0,98 
7 gelb 0,04 0,98 
9 gelb 0,06 0,93 
1l gelb 0,09 0,94 
13 violett 0,08 0,34 
15 violett 0,07 0,28 
16 blau 0,04 0,25 
19 blau 0,07 0,07 
20 violett 0,11 0,43 
22 gelb 0,20 0,74 
24 gelb 0,13 0,50 
25 gelb 0,22 0,74 
26 gelb 0,24 0,47 
27 violett 0,25 0,45 
28 grauviolett 0,28 0,52 
29 violett 0,42 0,73 
30 violett 0,38 0,70 
31 violett 0,58 0,78 








Seidenfibroin sich abscheidenden Hauptanteil des Spaltungsgemisches 
gewonnen wurde, wurde schon nach punktformiger Auftragung und 
Entwicklung mit Butanol/Ameisensiure/Wasser in erster und mit 
Phenol/Wasser in zweiter Dimension erreicht. Man erhielt hierbei 
21 Peptide, deren R,-Werte gegeniiber den angewandten Losungs- 
mittelgemischen und deren Farbungen mit Ninhydrin Tab. 10 zeigt (vgl. 
dazu Tab. 1); daneben waren, wenn auch in sehr geringen Anteilen, 
noch etwa 10 weitere Peptidfraktionen zu erkennen. 
15 Vgl. G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 


16 Vol. A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 
17 KE. Waldschmidt-Leitz u. K. GauB, Chem. Ber. 85, 352 [1952]. 
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Die qualitative Zusammensetzung wurde bei diesen 21 in gréBeren 














Anteilen gebildeten Peptiden durch papierchromatographische Analyse ‘ 
ermittelt, und zwar nach Hydrolyse mit Saiure, wie oben beschrieben; 2. 
eine Analyse der endstaindigen Aminosiuren wurde jedoch noch nicht ae 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tab. 11 verzeichnet. "1 
Tab. 11. Papierchromatographische Analyse von nach aufeinanderfolgender Ein. 3 
wirkung von Trypsin und Chymotrypsin gebildeten Peptiden. 2 
2 Ry in 3 Ry in ~ 
=! Gef. Aminosiure | Butanol/ 2] Gef. Aminosiure | Butanol/ henol om 
* Amelsens./] Wasser || 2” Ameisens./| Wasser 
1] Serm .... 0,22 0,26 13 | Glykokoll . . 0,14 0,33 
Threonin. .. 0,27 0,36 PE FS tre. ce 0,13 0,27 
Tyrosin ... 0,33 0,55 Tyrosin ... 0,35 0,51 
Asparaginsaure 0,15 0,14 Asparaginsaure 0,13 0,13 
Glutaminsaure 0,25 0,24 Glutaminsaure 0,19 0,27 bei 
Arginin ... 0,09 0,54 15.1 Senn: . «37> 0,13 0,27 
Lysin. ...| 0,07 | 0,46 Asparaginsiure | 0,13 | 0,14 Ch 
2 | Glykokoll . . 0,14 0,32 Glutaminsaure | 0,20 0,28 Mi 
Alanin. ... 0,33 0,56 Tyrosin - 0,34 0,53 
Sean... - 0,13 0,27 16 | Phenylalanin . 0,56 0,79 
Tyrosin .-. . 0,33 0,55 Asparaginsaure 0,13 0,14 
Asparaginsaure 0,14 0,14 Glutaminsaure 0,19 0,29 ge 
Glutaminsaure 0,20 0,27 19 | Glykokoll 0,17 0,31 wl 
Arginin ... 0,09 0,55 Threonin. . . 0,24 0,37 VA 
Lysin.... 0,06 0,49 Phenylalanin . 0,58 0,79 é 
5 | Glykokoll . .| 0,14 | 0,30 Asparaginsiure | 0,15 | 0,16 hi 
Sern .... 0,13 0,27 Glutaminsaure 0,20 0,25 K 
Tyrosin ... 0,34 0,53 20 | Glykokoll 0,13 0,32 ur 
Asparaginsaure 0,16 0,14 Aianim... . 0,29 0,49 ist 
Glutaminsaure 0,20 0,28 Serin : 0,12 0,27 
Arginin ... 0,10 0,50 Threonin. . . 0,18 0,40 an 
6 | Glykokoll . . 0,14 0,32 Tyrosin 0,30 0,49 ell 
Alanin. ... 0,30 0,49 Asparaginsaure 0,09 0,12 Se 
WEEE Sdsirs. > 0,55 0,77 Glutaminsaure 0,15 0,27 st: 
‘Leucin. ... 0,69 0,81 22 | Glykokoll 0,14 0,35 | 
Serm .....- 0,13 0,27 Alanin. . . 0,36 0,53 
Methionin . . 0,52 0,81 Leucin. ... 0,65 0,84 
Tyrosin ... 0,35 0,49 Serin 0,14 0,29 
Prolin. ... 0,34 0,86 Tyrosin 0,39 0,53 ] 
Glutaminsaure | 0,20 | 0,26 Asparaginsaure | 0,14 | 0,16 P 
Lysin.... 0,06 0,47 Glutaminsaure 0,21 0,30 or 
7 | Glykokoll 0,14 0,35 24 | Glykokoll 0,14 0,32 ar 
Alanin. .. 0,32 0,31 Serin 0,13 0,27 di 
Serin 0,13 0,29 Tyrosin 0,34 0,55 ‘na 
Tyrosin . . 0,34 0,50 Asparaginsaure 0,14 0,13 
9 | Glykokoll . 0,13 0,32 25 | Glykokoll 0,16 0,30 pr 
Alanin. . . 0,33 0,53 Alanin. .. 0,34 0,51 al 
Valin 0,56 | 0,75 Tyrosin .| 0,36 | 0,51 pe 
Serin 0,13 0,25 eu ne 0,34 0,83 wu 
Tyrosin ... 0,35 0,51 26 | Glykokoll 0,16 0,32 
11 | Glykokoll . 0,14 0,32 ST ee 0,35 0,50 st 
Alanin. ... 0,30 0,51 Serin 0,14 0,28 ZC 
Tyrosin ...! 0,35 0,49 Tyrosin 0,38 0,49 
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Tab, 11 Fortsetzung 






































‘ Rp in = Ry in 

a. Gef. Aminosiure | Butanol/ Phenol/ ez Gef. Aminosiure | Butanol/ Phenol/ 

ge Aeateoms! Wasser || & ee I) “Wasser 

27| Alanin. ... 0,33 0,54 30 | Glykokoll . . 0,16 0,31 
Tyrosin ... 0,35 0,54 Ajanin.. . ... 0,33 0,55 

28| Alanin. ... 0,34 0,50 EE 0,15 0,27 
Tyrosin ... 0,36 0,49 Methionin . . 0,58 0,81 
Glutaminsaure 0,20 0,27 Tyrosin ... 0,37 0,54 

29| Glykokoll . . 0,13 0,32 Prolin. ... 0,32 0,85 
Alanin. ... 0,34 0,51 31 | Glykokoll . . 0,14 0,32 
Var ...% 0,56 0,75 Alanin. ... 0,33 0,53 
Methionin . . 0,52 0,81 Leucin. ... 0,69 0,83 
Tyrosin ... 0,35 0,50 Tyrosin ... 0,34 0,53 
Glutaminsaure 0,19 0,26 Glutaminsaure 0,20 0,29 





Frau Dipl.-Chem. Christa Schneider sind wir fiir ihre ausdauernde Mithilfe 
bei der Ausfiihrung der Analysen zu besonderem Dank verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
rh nea Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 

Zusammenfassung 

Aus der bei der Einwirkung von Chymotrypsin auf Seidenfibroin 
gebildeten léslichen Fraktion, die den amorphen Anteilen entstammt, 
wurden papierchromatographisch 31 verschiedene Peptide isoliert, deren 
Zusammensetzung und deren Endgruppen analysiert wurden. Sie ent- 
hielten, bei verschiedener Zusammensetzung und sehr verschiedenen 
Kettenlangen, alle Tyrosin oder Phenylalanin als carboxyl-endstandigen 
und iiberwiegend Glykokoll oder Alanin als amino-endstindigen Bau- 
stein. Aus den Ergebnissen insgesamt geht hervor, daB der Aufbau der 
amorphen Anteile der Seidenfaser im Gegensatz zu dem der kristallinen 
ein weitgehend unperiodischer ist und daB in den Peptidketten des 
Seidenfibroins kristalline, strukturell iibereinstimmende, und amorphe, 
strukturell verschiedene Zonen miteinander abwechseln. 


Summary 


Thirty-one different peptides were isolated by paper chromatogra- 
phy from the soluble fraction obtained by the action of chymotrypsin 
on silk fibroin which were formed from the amorphous fraction and 
analyzed for their composition and end groups. These peptides, having 
different amino acid composition and very different chain lengths, all 
contained tyrosine or phenylalanine as carboxyl terminal and pre- 
ponderantly glycine or alanine as amino terminal groups. Considering 
all these results together, it follows that the structure of the amorphous 
portion of silk fibroin, in contrast to the crystalline one, is exceptionally 
unperiodic and that in the peptide chains of silk fibroin crystalline, 
structurally corresponding zones and amorphous, structurally different 
zones alternate with one another. 
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Ein einfacher Vibrationshomogenisator fiir den Aufschlu8 
von Mikroorganismen und die Zerkleinerung von 
Einzelpartikeln in Suspension oder trockenem Zustand 
Von 
W. Zillig und H. Hélzel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1958) 


Fiir die Gewinnung zellfreier Extrakte aus Mikroorganismen sind 
bisher vorwiegend zwei Verfahren angewandt worden: der Aufschlu8 
durch chemische Einwirkung auf die Zellmembran, z.B. durch Lipid- 
lésungsmittel oder Autolyse und die Zerstérung der Zellen durch Ultra- 
schall. In beiden Fallen sind unerwiinschte Verainderungen labiler 
Strukturen nicht auszuschlieBen. Die chemische AufschluBmethode 
muB der jeweiligen Problemstellung angepaBt werden. Bei Anwendung 
von Ultraschall ist es schwierig, die oft notwendige tiefe Temperatur 
konstant zu halten. 

Die klassischen Methoden der Darstellung von Homogenaten, z.B. 
mit dem Potter-Homogenisator, mit rotierenden Messern oder Prefb- 
vorrichtungen fiihren bei Mikroorganismen im allgemeinen nicht zum Ziel. 

Das vielfach angewandte Verfahren, Bakterien- und Hefezellen im 
Morser mit Aluminium!, Carborundum? oder Glasperlen® zu zerreiben, 
ist methodisch unelegant und hinsichtlich des Reinheitsgrades, der Aus- 
beute und wegen der unvermeidlichen Verdiinnung des Homogenats 
unbefriedigend. 

Seit der Erfindung des ,,Mickle disintegrator‘‘* sind verschiedene 
Homogenisatoren beschrieben worden, die sich verschiedener Varianten 
des Prinzips der Kugelmiihle bedienen *~’. 

Im Laufe unserer Bemiihungen, aus Bakterien und Hefen labile 
Enzymsysteme zu isolieren, haben wir ein einfach gebautes und zu- 
verlassig arbeitendes Gerat dieses Typs entwickelt*. Da das Verfahren 


1 H. MeIlwain, J. gen. Microbiol. 2, 288 [1948]. 

2? Fu-Chuan Chao u. H.K.Schachmann, Arch. Biochem. Biophysics 
61, 220 [1956]. 

3 J. A. De Moss u. G. D. Novelli, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
22, 49 [1956]. 

4 H. Mickle, J. Roy. microscop. Soc. 68, 10 [1948]. 

> Zusammenfassung: W. B. Hugo, Bacteriol. Rev. 18, 87 [1954]. 

6G. D.Shockman, J.J. Kolb u. G. Toennies, Biochim. biophys. Acta 
[Amsterdam] 24, 203 [1957]. 

7 M. Merkenschlager, K.Schlossmann u. W. Kurz, Biochem. Z. 829, 
332 [1957]. 
* Herstellung und Vertrieb Firma Edmund Bihler, Tibingen. 
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wenig bekannt und allgemein anwendbar ist und bei vielen Problem- 
stellungen, z.B. in der Biochemie und Mikrobiologie, eine fihlbare 
methodische Liicke fillt, sollen Konstruktion, Arbeitsweise und An- 
wendungsbereich unseres Gerates mitgeteilt werden. 


1. Konstruktion (Abb. 1): Ein regelbarer 70-Watt-Elektromotor (1) (Dreh- 
zahl etwa 3500 UpM) versetzt iiber einen Exzenter (2) einen vertikal stehenden 
Becherhalter (3) in kurzhubige Vibration. Der Becherhalter dient zur Aufnahme 
von V-2-A-Bechern (4) verschiedener GréBe (Fassungsvermége 2—200 ml), in denen 
sich das Versuchsgut befindet. Er ist von einem Kihlmantel (5) umgeben, durch 
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Abb. 1. Schematisches Bild des Gerats. 


den Kihlwasser (6) oder Sole gepumpt werden kann. Das Gerat ist auf eine 
schwere Eisenplatte (7) aufgeschraubt und so auf der Unterlage befestigt, daB die 
Ubertragung von Schwingungen ausgeschlossen ist. 


2. Arbeitsweise 


a) Prinzip: Das Versuchsgut wird, je nach Problemstellung, als Suspension 
in Wasser, Puffer oder Lésungsmittel oder im trockenen Zustand mit einer be- 
stimmten Menge von Glasperlen (der richtigen GréBe, s.u.) im geschlossenen 
V-2-A-Becher bei beliebiger, konstanter Temperatur (AuBenkiihlung) fiir kurze 
Zeit, meist fiir wenige Minuten, mit einer Frequenz von etwa 50 Hertz und einem 
Hub von 0,5—2 cm in vertikale Schwingung versetzt. Dabei treten erhebliche 
mechanische Krafte auf, die die Zellmembranen 6ffnen und den Austritt des Zell- 
inhaltes ins Medium veranlassen. Die Reibungswarme wird durch die Stahlwandung 
hindurch vom Kihlmittel aufgenommen. Auch labile Zellinhaltsstoffe und Struk- 
turen lassen sich auf diese Weise gefahrlos in Freiheit setzen, da die wirksam 
werdenden mechanischen Krafte keine chemischen und feinstrukturellen Ver- 
anderungen (z. B. Denaturierung) verursachen. 
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Der Abrieb ist im allgemeinen bedeutungslos. Durch Vibration und Waschen 
der Glasperlen vor der Benutzung 14Bt er sich fast vollkommen ausschalten. Die 
Abtrennung des Homogenats von den Glasperlen geschieht in einfacher Weise 
durch Absaugen auf einer groben Glasfilternutsche (G 1 oder G 2 der Fa. Schott 
& Gen.). 


Abb. 2. Abhangigkeit der Freisetzung von Nu- 
cleinsiure aus Hefe in waBriger Suspension von 
der relativen Menge der Glasperlen bei 5°. 
Ordinate: Extinktion bei 260 my. Abszisse: 
Zeit in Minuten. Hefesuspension: 1 Gew.-TI. 
feuchte Backerhefe + 2 Vol. Wasser. 100-ml- 
Becher. Fiillungsgrad konstant. Menge der Glas- 
perlen, volumetrisch abgemessen. 1 Vol. Hefe- 
suspension und 1 (1 + 1), 2 (1 + 2), 3 (1 + 3) 
Vol. Glasperlen vom Y% 0,1 mm. Drehzahl: 
3500 U/Min. 














b) Variable: Je nach Versuchsgut und angestrebtem Ziel sind verschiedene 
GréBen, wie Drehzahl, Querschnitt und Menge der Glasperlen, die Versuchsdauer 
und die Temperatur zu variieren. 

Der Homogenisiereffekt in der Zeiteinheit wichst bei gegebenem Versuchsgut 
wie die Zahl der StéBe mit der Drehzahl. Praktisch verliuft der ProzeB jedoch 
bereits bei 3000 UpM so schnell, daB eine weitere Steigerung infolge des unver- 
haltnismaBig ansteigenden Aufwands unwirtschaftlich erscheint. 

Er wachst ebenfalls, wie die Zahl der StéBe, mit der Menge der Glasperlen. 
Da jedoch auch die Verluste beim Absaugen wachsen und das fiir das Versuchsgut 
verfiigbare Volumen kleiner wird, haben wir praktisch nie mehr als zwei Volumina 
(trocken abgemessen) Glaskiigelchen je Volumen Versuchsgut verwendet (Abb, 2). 
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Abb. 3. Min. —> Abb. 4, Min. —> 
Abb. 3. Abhangigkeit der Freisetzung von Nucleinsiure in waBr. Suspension vom 


@ der Glasperlen. 1 Vol. Hefesuspension und 2 Vol. Glasperlen. Sonstige Einzel- 
heiten s. Abb. 2. 


Abb. 4. Abhangigkeit der Freisetzung von Acetokinase aus £. coli in waBr. Sus- 
pension von der Zeit. Ordinate: Extinktion bei 510 my nach Inkubation mit 
Hydroxylamin und ATP und Zusatz von FeCl,-Reagenz. 


Der Homogenisierungsgrad wachst mit der Zeit. Die Freisetzung eines lés- 
lichen Enzyms (der Acetokinase) aus Z.-coli war nach 1 Min. vollstandig (@ der 
Perlen 0,1 mm), die von léslicher RNS aus Hefe (Saccharomyces) nach 4 Min. 
(@ der Perlen 0,5 mm). Langere Zeiten sind erforderlich, wenn man kleine Partikel 
weiter zerkleinert (Abb. 2—4). 
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Fiir ein gegebenes Ausgangsmaterial ist die optimale GréBe der Glasperlen 
empirisch zu bestimmen. Man braucht um so kleinere, je kleiner die zu zerschla- 
genden Partikel sind. So erwies sich z. B. fiir Hefe eine PerlengréBe vom @ 0,5 mm 
(Abb. 3), fiir Bakterien eine solche vom @ 0,1 mm als optimal (Abb. 4). 

Die Temperatur im Becher ist stets um einige Grade hoher als die in der 
Kihlflissigkeit. Beim Kiihlen mit Eiswasser (0°) betrug die Temperatur im Ver- 
suchsgut + 5°. Durch Umpumpen von Kiihlsole 14Bt sie sich beliebig variieren. 

Anwendungsbereich: Das Gerat ist, allgemein ausgedriickt, ein Zer- 
kleinerungswerkzeug. Neben der Zerkleinerung von Zellen, dem Homogenisieren, 
erméglicht es die Zerkleinerung von Partikeln verschiedener Art, z. B. von Zell- 
kernen, Mitochondrien, Ionenaustauschern, Kunststoff-, Pigmentteilchen usw. 

Das Versuchsgut kann in Suspension, breiartig oder auch in trockenem Zu- 
stand zerkleinert werden, es muB jedoch gleichmaBig sein. 

Kompakte Stiicke von Geweben und anderem Material kénnen nicht homo- 
genisiert werden. In solchen Fallen ist eine Vorzerkleinerung, z. B. im Potter- 
Homogenisator, oder bei trockenem Material durch Mahlen, erforderlich. Am besten 
eignet sich das Verfahren fiir das Homogenisieren von Einzelzellen bzw. das Zer- 
kleinern von Einzelpartikeln. 

Das Verfahren erlaubt das Homogenisieren von Zellen, die mit anderen Mitteln 
nur schwer oder praktisch gar nicht zerstért werden kénnen, z. B. von Hefen 
(Torula, Saccharomyces), Bakterien aller Art oder derbwandigen Zellen aus Ge- 
webskulturen. 

Fiir das Homogenisieren weicher Gewebszellen, z. B. von Leber, ist der Potter- 
Homogenisator wesentlich besser geeignet. GroBe Partikel, die aus zerstérten Zellen 
freigesetzt. worden sind, insbesondere Zelikerne, werden im Vibrator sehr schnell 
weiter zerstort. In diesem Fall 1l48t sich eine Stufung des Zerstérungsgrades ver- 
schieden groBer Partikel durch Verkiirzung der Versuchsdauer, Senkung der Dreh- 
zahl und Wahl gréBerer Glasperlen erzielen. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Gerat beschrieben, in dem Mikroorganismen, Gewebs- 
kulturzellen und Partikel verschiedener Art in Suspension oder im 
trockenen Zustand durch Vibration mit Glasperlen bei etwa 50 Hertz 
homogenisiert bzw. zerkleinert werden kénnen. 


Summary 


An apparatus is described in which microorganisms, tissue- 
eulture cells, and particles of various types can be homogenized or 
comminuted in suspension or in a dry condition by means of vibration 
with glass beads at approximately 50 cycles per second. 
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Uber die Hemmwirkung des neuraminsdurehaltigen 
Mucoproteids aus Rindererythrocytenstroma im 
Virus-Hamagglutinationstest 
Von 
E. Klenk und G. Uhlenbruck 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1958) 


Das vor kurzem aus Rindererythrocytenstroma gewonnene neuramin- 
sdurehaltige Mucoid zeigte, wie berichtet wurde!, im Hirst-Test keinerlei 
Hemmwirkung. Es hat sich nun herausgestellt, daB die Hemmwirkung 
sehr stark von der Herkunft der fiir den Test verwendeten Erythrocyten 
abhangig ist. Fiihrt man den Test nach der Vorschrift von Tamm und 
Horsfall? mit Hiihner-Erythrocyten aus, so ist keinerlei Hemmwir. 
kung festzustellen, nimmt man aber statt dessen Rinder-Erythrocyten, 
so erhalt man im Gegensatz dazu eine starke Hemmwirkung. Sie ist 
gegentiber Rindererythrocyten ihrer GroéBe nach mit den bisher bekann- 
ten, best-wirksamen Hemmstoffen (menschl. Harnmucin) durchaus ver- 
gleichbar (10? bis 10~* y pro Agglutinationsdosis). 

Aus diesen Befunden ergibt sich, daf die isolierte mucinahnliche 
Substanz mit dem receptortragenden Bestandteil der Rindererythro- 
cyten-Oberfliche identisch ist oder diesen zumindest in starker An. 
reicherung enthalt. 


? E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 811, 277 [1958]. 
2 J. Tamm u. F. L. Horsfall, jr., J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. 
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Untersuchungen zum Stoffwechsel markierter Glucose 
und Fructose bei Ratten 


Von 


Kurt Schreier und Giinther Hartmann 
Aus der Universitats-Kinderklinik Heidelberg. Lirektor: Prof. Dr. Ph. Bamberger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mirz 1958) 


Kilz! war offenbar der erste, welcher Unterschiede im Stoff- 
wechselverhalten von Glucose und Fructose feststellte. Johannsen 
und andere? fanden einen héheren respiratorischen Quotienten der Lae- 
vulose. Als Ursache dieser vermehrten CO,-Ausscheidung nach peroraler 
Fructose-Zufuhr kann die dabei auftretende Hyperlacticaemie* ange- 
sehen werden. Im Rahmen einer breiteren Studie des Brenztraubensaure- 
umsatzes hatte der eine‘ von uns nachgewiesen, daB nach Laevulose- 
zufuhr auch die Werte fiir die Brenztraubensdure héher sind als nach 
Glucoseaufnahme. Dieses Ergebnis ist inzwischen mehrfach bestatigt 
worden®§, 

In der Literatur der letzten fiinf Jahre haufen sich nun die Publi- 
kationen?§ iiber ernahrungsphysiologische und biochemische Differenzen 
der beiden Monosaccharide, wobei z.T. betrachtliche Widerspriiche in 
den Ergebnissen und den Deutungen der Untersuchungen auffallen. In 
1 E. Kiilz, Beitraige zur Pathol. u. Therapie des Diabetes mellitus, Marburg 
1874, S. 130. 

2 §. E. Johannsen, Skand. Arch. Physiol. 16, 263 [1904]; H. L. Higgins, 
Amer. J. Physiol. 41, 258 [1916]. 

3 §. Oppenheimer, Biochem. Z. 45, 30 [1912]; W.R.Campbell u. 8. 
Soskin, J. clin. Invest. 6, 291 [1928]; E. Sterkin u. F. M. Wengerowa, Bio- 
chem. Z. 272, 246 [1934]. 

4 K.Schreier, Die Brenztraubensaure u. ihr Stoffwechsel, Editio Cantor, 
Aulendorf/Wiirtt. 1955. 

5 A. Pletscher, H. Fahrlander u. H. Staub, Helv. physiol. pharmacol. 
Acta 9, 46 [1951]; Alslev, Dtsch. med. Wschr. 79, 1544 [1954]; M. Miller, 
W. R. Drucker, J. E. Owens, J. W. Craig u. H. Woodward, J. clin. Invest. 
81, 115 [1952]. 

6 M. Miller, J. W. Craig, W. R. Drucker u. H. Woodward jr., Yale J. 
Biol. Med. 29, 335 [1956]. 

?7 F. Leuthardt, Therapiewoche 6, 13 [1956]. 

8 T. E. Weichselbaum, R. Elman u. R.H. Lund, Proce. Soc. exp. Biol. 
Med. 75, 816 [1950]; J. A. Moncrief, K. B. Coldwater u. R. Elman, A. M. A. 
Arch. Surgery 67, 57 [1953]; J. L. Smith, J. M. Beal u. P. Frost, Surgery 31, 
720 [1952]; H. C. Lane u. K. Dodd, Pediatrics 20, 668 [1957]; R. Kaye, M. L. 
Williams u. G. Barbero, Amer. J. Diseases Children 98, 85 [1957]; K. Patzsche, 
Klin. Wschr. 88, 390 [1955]. 
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Stoffwechselversuchen an Séuglingen® und Ratten?° konnten wir z.B, 
Befunde von Albanese und Mitarbeitern!! nicht bestatigen, daB Fruc. 
tose die N-Retention starker foérdere als Glucose. Auch L. L. Miller® 
kam zu einem negativen Ergebnis. An einem relativ umfangreichen 
Tiermaterial sollte deshalb versucht werden, das Verhalten der beiden 
Monosaccharide im Stoffwechsel und die zahlreichen widersprechenden 
Befunde aufzuklaren. Wir haben unsere Versuche an gesunden, er. 
wachsenen Ratten vorgenommen. Die Tiere erhielten mit C uniform 
markierte Glucose bzw. Fructose. 


Methodik 


24 Ratten im Gewicht von 200 + 10g aus unserem Wistar-Stamm wurden 
8 Stdn. ohne Nahrungszufuhr gelassen. Wahrend dieser Zeit befanden sie sich zur 
Adaptation in Einzel-Stoffwechselkafigen. Jedes Tier erhielt dann mit der Magen. 
sonde 4 ml einer 10-proz. Lésung von Glucose bzw. Fructose allein oder zu gleichen 
Teilen (je 0,2 g) aus beiden Monosacchariden, wobei entweder die Glucose oder die 
Laevulose mit 30 uC des jeweiligen durchgehend markierten Zuckers versetzt war. 
Die Ausatemluft wurde durch Kalilauge geleitet und das Carbonat in wblicher 
Weise mit Bariumhydroxyd gefallt. Nach 0,5, 1 und 1,5 sowie 2 Stdn. wurde ein 
Teil der Tiere entblutet und die Aktivitat des Glykogens der Leber und Muskulatur 
sowie des Leberfettes, der Leberproteine, der Serumproteine, des Darmeiweifes 
und des Urins gemessen. 

Bei der Aufarbeitung und Analyse hielten wir uns im wesentlichen an die von 
uns ausgiebig beschriebenen Verfahren?’. 

1. CO, wurde_mit 0,1-n. Ba(OH), aus der KOH ausgefallt; das quantitativ 
gewonnene BaCO, wurde iiber P,O, bis zur Gewichtskonstante getrocknet und im 
Achatmorser fein zerrieben. 

2. Glykogen: Leber und Muskulatur wurden méglichst rasch in Aceton- 
Kohlensaureschnee eingefroren. Die Glykogen-Isolierung erfolgte nach dem etwas 
modifizierten Verfahren von Verzér und Wenner", die quantitative Analyse 
nach Hagedorn-Jensen? nach Saurehydrolyse (s. auch 1. c.16). 

3. EiweiB: Leber bzw. Darm (Duodenum und Jejunum) wurden homo- 
genisiert, die Proteine mit Trichloressigsiure gefillt, mehrfach gewaschen, ge- 
trocknet und gewogen. Das Serum wurde mit Trichloressigsiure versetzt und 
entsprechend weiter behandelt. 

4. Leberfett: 2g Leber wurden 6Stdn. mit Aceton, dann 12 Stdn. mit 
Chloroform/Methylalkohol 1:1 extrahiert. Nach Verdampfung der Lésungsmittel 
wurde ein aliquoter Teil eingewogen und die Radioaktivitat ausgezahlt. 

Die Zahlung der Impulszahlen erfolgte mit dem Gerat FH 49 unter Ver- 
wendung eines Glockenzahlrohres mit diinnem Belag. Es wurden jeweils mindestens 
1000 Impulse ausgezahlt. Die Fehlerbreite der Zihlung lag bei + 2%. Alle Werte 
wurden auf Selbstabsorption korrigiert '. 


® K. Schreier, H. Pliickthun u. H. Hauss, Z. Kinderheilkunde 78, 526 
[1953]. 

10 K. Schreier, Klin. Wschr. 38, 188 [1955]. 

1 A.A. Albanese, W.C.Felch, R.A.Higgons, B.L. Vestal u. L. 
Stephanson, Metabolism 1, 20 [1952]. 

2 L.L. Miller, W.T. Burke u. D.E. Haft, Federation Proc. 14, 707 
[1955]; s. auch D. J. Ingle, V. Flores u. G. Torralba, Diabetes 5, 53 [1956]. 

18 K. Schreier, H. Kraus u. H. Zimmermann, Int. Z. Vitaminforsch. 20, 
181 [1956]. 
14 F. Verzar u. V. Wenner, Biochem. J. 42, 35 [1948]. 
15 H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]. 
16 E. Pfliiger, Das Glykogen, 2. Aufl., Verlag Martin Hager, Bonn 1905. 
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Ergebnisse 


In Tab. 1 sind die Mittelwerte und Abweichungen der Impulse zu- 
sammengestellt, welche in der ausgeatmeten CO, gemessen wurden. Es 
fallt auf, daB die Gesamtaktivitaét bei den Tieren, welche markierte 
Glucose erhielten, stets mehr als doppelt so hoch ist, als jene der Fruc- 
tose-Tiere. Durch die Zugabe von nicht markierter Fructose wurde in 


Tab. 1. Aktivitat der CO, in der Ausatemluft (Impulse/Min./Gesamt-Barium- 
carbonat). Der jeweils markierte Zucker ist mit * bezeichnet; Zahl der Tiere 


in ( ). 











Min. Glucose * + hoki Fructose * re ao 
30 11770 + 1005 (2)| 6745 + 1204 (2)| 1579+ 411 (2)| 4158+ 699 (2) 
60 15816 + 3653 (4) | 13993 + 4320 (4)| 5227 + 1193 (4)} 10006+ 843 (4) 
90 28 143 + 5339 (4) | 25380 + 6035 (4) | 10314 + 2832 (2) | 20314 + 4377 (2) 
120 | 39468 + 3060 (2) | 30325 + 4850 (2) | 18570 + 3032 (4) | 25730 + 3190 (4) 

















allen Gruppen die Glucoseverbrennung vermindert, wahrend umge- 
kehrt durch die gemeinsame Verabreichung von Glucose und markierter 
Fructose die Umsetzung zu CO, um bis zu 160% (Halbstundenwert) 
vermehrt wurde. Von einer ,,Mitverbrennung“ der Glucose durch 
Fructose!” kann also in unseren Versuchen keine Rede sein. 

In Tab. 2 sind die spezifischen Aktivitaten von LebereiweiB bei den 
4 Gruppen enthalten. Beim Serumeiweif und den Darmproteinen halten 
sich die z.T. aufgefundenen Unterschiede im Streubereich. Dagegen ist 


Tab. 2. Spezifische Aktivitét der Leberproteine (Impulse/Min./10 mg). 








: ‘ Glucose * Fructose * 
Min Glucose * + Fructose Fructose * +. Glucose 
30 12 2 (2) 16 +1 (2) 2,8 + 0,4 (2) 5,9 + 0,2 (2) 
60 18 + 4 (4) 23 + 5 (4) 17 +3 = (4) 1l +3 = (4) 
90 19 +4 (4) 25 + 3 (4) 30 +4 (2) 33 +1,5 (2) 
120 17 +0 (2) 27+ 2 (2) 31 +3,5 (4) 26 +4,5 (4) 














konstant die spezifische Aktivitét der Leberproteine jener Ratten hoher, 
welche neben markierter Glucose auch Fructose sondiert bekamen. Die 
Differenz der 1,5- und 2-Stdn.-Werte ist z.T. statistisch signifikant. 

In Tab. 3 finden sich die Aktivititen des Leberfettes. Es fallt auch 
hier auf, daB Laevulose wohl zu einer staérkeren Aktivitaét der Fette in 
der Leber fihrt. Offenbar beginnt nach 90 Min. bereits wieder der Ab- 
bau der markierten Fette. 


17 H. Trautwein u. H. J. Griinfeld, Arztl. Forsch. 7, 503 [1953]. 
10* 
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Tab. 3. Aktivitat des Leberfettes (Impulse/Min./Gesamtleberfett). 
































Min. Glucose * Pig ar . Fructose * + thls 
30 3263 + 615 (2) | 5385+ 1395 (2)| 4761+ 997 (2)| 9104 + 3379 (2) 
60 4290 + 488 (4) | 8860 + 2095 (4) | 11197 + 2475 (4)| 5335 + 1278 (4) 
90 6434 + 1244 (4) | 13650 + 3510 (4) | 12694 + 2386 (2)| 6761 + 1091 (2) 
120 8305 + 2315 (2) | 15108 + 3882 (2)} 9151 + 3175 (4)| 5927 + 24883 (4) 


In Tab. 4 ist die Aktivitaét des Leberglykogens zusammengestellt, 
Unsere Untersuchungen bestitigen die von verschiedenen Autoren 78 
erhobenen Befunde, daB die Umwandlungsrate der Fructose in Leber. 
glykogen sehr viel hoher ist als die der Glucose. Allerdings iibertrifft 
in unseren Untersuchungen innerhalb der 1. Stde. die Einbaurate der 
Glucose jene der Laevulose um das Dreifache. 


Tab. 4, Aktivitét des Leberglykogens (Impulse/Min./Gesamtorgan; Einzelwerte). 










































' Glucose * Fructose * 
Min. Glucose * 4 aebaee Fructose * +- Glaseee 
30 4466 10 930 670 3 410 
6628 16 275 1 329 2 635 
60 6130 5 387 1310 4779 
5495. 21213 2 650 5 602 
7128 8 451 3 799 3 622 
5915 4715 2 136 9 497 
90 1800 3 844 16 498 16 575 
1680 4777 13 200 15 966 
2115 5114 
1303 2 830 
120 301 4 630 23 889 8 967 
937 3 302 19 359 12 492 
19 085 5 428 
26 269 6 283 


In Tab. 5 sind die spezifischen Aktivitaiten des Muskelglykogens 
eingetragen. Hier tbertreffen in allen Versuchen die Glucose-Tiere jene 
Ratten, welche markierte Laevulose erhielten, um ein Vielfaches. 


Tab. 5. Spezifische Aktivitat des Muskelglykogens (Impulse/Min./10mg Glykogen). 































Min. Glucose * Fructose * 
n Glucose * it. Wastes Fructose * 4. Glncose 
30 4,6 + 1,3 (2) 3,2 + 0,4 (2) 3,1 + 0,9 (2) 1,8 + 0,4 (2) 
60 8,5 + 2,4 (4) 4,2 + 0,6 (4) 3,6 + 0,5 (4) 3,3 + 1,3 (4) 
90 | 13,4+2,8 (4) | 11,1+3,1 (4) 8,5 + 1,1 (2) 7,0 + 2,4 (2) 
120 14,2 + 0,9 (2) 12,4 + 1,4 (2) 6,8 + 1,0 (4) 3,5 + 1,2 (4) 


18 ©, F, Cori, J. biol. Chemistry 70, 577 [1926]; R. Share, R. Moore u. 
E. H. Ellison, Arch. Surgery 70, 428 [1955]. 
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Diskussion 


Nicht nur bei der i.v. Zufuhr!*, sondern auch der physiologischen, 
d.h. peroralen Gabe unterscheidet sich der Umsatz der beiden Mono- 
saccharide betrichtlich. Als wesentlicher Faktor, welcher die gefundenen 
Unterschiede erklirt, ist der differente Resorptionsmechanismus von 
Fructose und Glucose anzusehen. Nach Leuthardt’ stelle allerdings 
die Darmresorption nie den begrenzenden Faktor der Fructose-Verwer- 
tung dar. Es bleibt jedoch die Tatsache?°-?? bestehen, daB bei Mensch 
und Ratte die Resorptionsrate der Fructose nur etwa 50% jener der 
Glucose ausmacht (deshalb eignen sich auch fiir Vergleichsstudien Ratten 
besonders gut). Bei unseren Tieren war wohl 1 Stde. nach Verabreichung 
die Glucose weitgehend resorbiert; denn zu dieser Zeit beginnt bereits 
der Abfall der Aktivitét des Leberglykogens. Dafiir spricht auch die 
von verschiedenen Autoren?®?! gefundene Resorptionsrate von 1—2 g 
Glucose/kg/Stde. Bei normalen Ratten fanden Czaky und Humm”™ 
nach 1 Stde. noch 48% der verabreichten Fructose im Gastrointestinal- 
trakt. Sie bestatigen damit Befunde alterer Autoren**. Aber nicht nur 
die Aufnahmegeschwindigkeit weist bei allen daraufhin untersuchten 
Tieren (und beim Menschen) Unterschiede auf, sondern auch der Mecha- 
nismus der Resorption. Bei manchen Nagetieren** wird schon in der 
Darmmucosa die Fructose zu einem hohen Prozentsatz in Glucose um- 
gewandelt. Bei Ratten hatten Kiyasu und Chaikoff* gefunden, daB 
nur etwa 50% der Fructose als solche die Mucosabarriere durchwandert. 
Ein GroBteil (bis zu 60°) wird in Lactat und einige noch nicht identifi- 
zierte Substanzen umgewandelt. Nach 14C-Glucose-Zufuhr dagegen findet 
sich im Pfortaderblut nur wenig bzw. praktisch keine Milchsaéure*. 
Diese Hyperlacticaemie ist ja auch die Ursache der hohen CO,-Ab- 
atmung nach Fructose-Aufnahme (infolge Verdringung der CO, aus 
NaHCO,), die in einer Erhéhung des respiratorischen Quotienten zum 
Ausdruck kommt. Die fast durchweg niedrigere Markierung der von 
uns untersuchten Fraktionen wahrend der ersten Stunde ist natiirlich 
hauptsiachlich auf die langsamere Aufnahme der Fructose im Intestinal- 
trakt zuriickzufiihren. Die hodhere Aktivitaét des Leberfettes spricht u. E. 
nicht dagegen, da die sauren Intermediarprodukte bei der Resorption 
diese wohl verursachen. 

Der Befund, daB Glucose die Aufnahme der Laevulose stark be- 
schleunigt, stellt ein iiberraschendes Ergebnis dieser Versuchsreihe dar. 


19 J.P. Peters, Yale J. Biol. Med. 27, 152 [1955], s. auch I. c.’. 

20 C. F. Cori u. G. T. Cori, J. biol. Chemistry 76, 755 [1928]. 

21 F, Holtz, Miinchener Med. Wschr. 80 [1932]; F. Verzar u. E. J. 
McDougall, Absorption from the intestine, Longmans, Green & Co., London 1936. 

2 T. Z. Czaky u. J. H. Humm, Arch. Biochem. Biophysics 62, 411 [1956]. 

23 W. Willbrandt u. L. Laszt, Biochem. Z. 259, 398 [1933]. 

24 W. A. Darlington u. J. H. Quastel, Arch. Biochem. Biophysics 43, 194 
[1953]; T. H. Wilson u. T. N. Vincent, J. biol. Chemistry 216, 851 [1955]. 

25 J. Y. Kiyasu u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 224, 935 [1957]. 
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Entsprechende Beobachtungen haben kiirzlich M. Miller und Mitarbh.% 
publiziert. Resorptionsunterschiede* erkliren aber keineswegs alle von 
uns gefundenen Differenzen. 

Seitdem das Ehepaar Cori?® eine héhere Glykogenbildung aus 
Fructose als aus Glucose in der Leber nachweisen konnte, hat sich das 
Interesse auf diesen stets zu reproduzierenden Befund konzentriert 8, 


Auch in unseren Versuchen ist die héhere Aktivitaét des Glykogens 
sehr deutlich. Entsprechend den in-vitro-Versuchen von Berthet und 
Mitarbeitern?’ ergab sich auch in vivo, daB nicht markierte Fructose 
den Einbau gekennzeichneter Glucose in Glykogen in signifikanter Weise 
steigern kann. In Versuchen an Leberschnitten fanden Renold und 
Mitarbeiter 8 keine gegenseitige Beeinflussung von Glucose und Fructose, 
auch traten keine deutlichen Unterschiede auf, wenn beide Zucker ge. 
meinsam inkubiert wurden. 

Es erhebt sich nun die Frage, wodurch der erhéhte Einbau von 
markierter Fructose und auch von markierter Glucose durch nicht ge- 
kennzeichnete Fructose bedingt ist. Der rasche Anstieg von Milchsaure 
und Brenztraubensiure zusammen mit der Verminderung des anorga- 
nischen Phosphates®® spricht dafiir, daB durch das erhéhte Angebot 
phosphorylierter Intermediairprodukte der akute Energie-(ATP)Bedarf 
der Leber abgesattigt und so die Glykogensynthese in vermehrtem MaBe 
ermoglicht wird - (,,Sofortdissimilation’’ von Helmreich und Mit- 
arbeitern®®) bzw. der Abbau vorhandenen Glykogens vermindert wird *, 
Da aus der Darmwand und dem Blute lingere Zeit C,-Bruchstiicke nach- 
strémen, bleibt — wie unsere Untersuchungen demonstrieren — die 
Aktivitaét des Leberglykogens auch linger erhalten. AuBerdem lenkt die 
offenbar recht aktive Fructokinase der Leber* infolge ihrer hohen Sub- 
strataffinitét den Fructose-Strom in die Leber, vor allem, da in der 
Peripherie kaum eine Verwertung dieses Monosaccharides 
moéglich ist. Dem wurde allerdings von M. Miller und Mitarbeitern® 
widersprochen. 





* Faktoren, welche die Resorption der Zucker im Darm beeinflussen — wie 
unterschiedlicher Magen-Darm-Inhalt, plétzliche Anderungen der Passagezeit usw. 
— sind wohl bei unseren Versuchsanordnungen weitgehend ausgeschlossen. 

26 M. Miller u. Mitarbb., J. Lab. clin. Med. 50, 391 [1957]. 

2? J. Berthet, P. Jacques, G. Mennemanne u. ©. De Duve, Arch. int. 
Physiol. 62, 284 [1954]. 

28 A. E. Renold, A. B. Hastings u. F. B. Nesbett, J. biol. Chemistry 209, 
687 [1954]. 

29 H. K. Barrenscheen, F. Doleschall u. L. Popper, Biochem. Z. 177, 
67 [1926]. 

30 K. Helmreich, 8. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese Z. 
292, 184 [1953]. 

31 K. Wallenfels, Arztl. Forsch. 5, 430 [1952]. 

82 G. T. Cori u. M. W. Slein, Federation Proc. 6, 245 [1947]; R. Levine 
u. B.Huddlestun, ebenda 6, 151 [1947]; C.S. Vestling, A. K. Mylroie, 
U. Irish u. N. H. Grant, J. biol. Chemistry 185, 789 [1950]; F. Leuthardt u. 
E. Testa, Helv. chim. Acta 38, 1919 [1950]. 
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In der Leber wird sehr wahrscheinlich ein gréBerer Teil der Fructose 
direkt in Glucose iibergefiihrt  *2*, So hat z.B. L. L. Miller! mit Hilfe 
der Leberdurchstrémung nachgewiesen, da die Umwandlung von mar- 
kiertem Lactat, Pyruvat, Ketoglutarat usw. in Glucose ,,nicht annéhernd 
so groB“ ist wie jene der Fructose. Die fiir diese Umwandlung ver- 
antwortlichen Enzyme sind von Cori und Mitarbeitern sowie anderen ** 
in der Leber aufgefunden und mehr oder weniger identifiziert worden. 
Durch diesen hepatotropen Strom der Fructose und ihrer Abbaupro- 
dukte ist auch die héhere Markierung der Leberproteine und vor allem 
die der Fette erklart. Unsere Ergebnisse stellen demnach eine fundierte 
Bestatigung der Befunde von Helmreich und Mitarbeitern®® dar, dai: 
Fructose mit recht hoher Rate in der Leber zu Acetylresten abgebaut 
wird. 

Die recht hohe spezifische Aktivitaét aller studierten Proteinfrak- 
tionen tiberrascht nicht; denn die Umwandlung von Monosacchariden 
in die nicht essentiellen Aminosiuren ist lange vermutet und durch 
Versuche mit markierten Verbindungen bewiesen worden**. Wir unter- 
suchen z.Z., ob Unterschiede in der spezifischen Aktivitat der einzelnen 
Aminosduren bei den mit Fructose und Glucose gefiitterten Tieren be- 
stehen. 

Ein weiterer fundamentaler Unterschied im Stoffwechsel von Glu- 
cose und Fructose, welcher aus unseren Untersuchungen offenbar wird, 
ist die schlechte Verwertung der Laevulose in der Peripherie. Es ist 
schon linger bekannt*, daB Fructose beim eviscerierten Tier die auf- 
tretende Hypoglykimie nicht beeinflussen kann, wahrend bei der in- 
takten Ratte eine geringe Menge Muskelglykogen gebildet wird. Eine 
Umwandlung von Fructose in freie Glucose findet in der Muskulatur 
nicht statt, da in diesem Organ die Glucose-6-phosphatase fehlt*. Wie 
Hers zeigte, wird Fructose erst nach voriibergehender Spaltung in zwei 
C,-Bruchstiicke in das Glykogen der Muskulatur tibergefiihrt. Die Rat- 
tenmuskulatur besitzt zwar eine Fructokinase mit niedriger Aktivitat*’, 
die Anwesenheit von Glucose hemmt aber im in-vitro-Versuch die Fruc- 
toseverwertung der Muskulatur®’. Es spricht fiir die Giiltigkeit dieser 
Befunde auch fiir das Ganztier, daB uns der Nachweis gelang, daf die 
gemeinsame Verabfolgung der beiden Zucker die spezifische Aktivitat 


324 ©, P. Stewart u. J.C. Thompson, Biochem. J. 85, 245 [1941]. 

33 T. Goda, Biochem. Z. 294, 259 [1937]; G.T. Cori, S. Ochoa, M. W. 
Slein u. C. F. Cori, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 304 [1951]; 
R. Schoenheimer, The Dynamic state of body constituents, Harward University 
Press, Cambridge 1946; H. R. V. Arnstein, Biochem. J. 60, VII [1955]; S. Kit 
u. O. L. Graham, Cancer Res. 16, 117 [1956]. 

34 J. L. Bollman u. F.C. Mann, Amer. J. Physiol. 107, 183 [1934]. 

35 G. T. Cori, 8S. P. Colowick u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 124, 543 
[1938]. 

36 H. G. Hers, J. biol. Chemistry 214, 373 [1955]. 

3? Siehe auch, bei F. Leuthard, 8. Colloquium d. Ges. f. physiol. Chemie, 
2-4, Mai 1957 in Mosbach (Biden), Springer-Verlig, Heidelberg 1958, S. 1. 

38 A.N. Wick, J. W. Sherrill u. D. R. Drury, Diabetes 2, 465 [1953]. 
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des Muskelglykogens der Fructosetiere zum Absinken bringt. Es scheint 
demnach wenig sinnvoll, den akuten Bedarf der Muskulatur an Glykogen 
durch Laevulose oder auch durch Invertzucker zu decken. Herzmuskel 
(weder Schnitte noch Homogenate) verbraucht iiberhaupt keine Fruc- 
tose®*, da offenbar die Enzymsysteme fehlen. Die geringe Fructose. 
aufnahme in die Muskulatur ist bedingt durch eine ungeniigende Dif- 
fusion des Zuckers durch die Zellwinde*®. Ubrigens diffundiert Fructose 
auch durch die Erythrocytenmembran wesentlich langsamer als Glu- 
cose“!, Weinstein und Roe* behaupten zwar auf Grund von arterio- 
venosen Differenzbestimmungen, da Fructose von der Muskulatur ver- 
wertet wird. Dies kann aber durch Isotopenversuche als widerlegt 
gelten*:5°, Da die Schnelligkeit der Zellwandpassage in der Peripherie 
wohl der bestimmende Faktor fiir die Umsatzgeschwindigkeit der Mono- 
saccharide ist**, verwundert es nicht weiter, daB sich die Fructose in 
der Leber konzentriert. 

Ks bleibt noch der Unterschied im Verhalten der Aktivitaét der Aus- 
atemluft zu erkliren. Sicher spielt als Ursache der festgestellten Diffe- 
renzen die unterschiedliche Resorptionsrate eine Rolle. Diese reicht aber 
u. E. zur Erklérung nicht aus. Eine Deutung erméglicht vielleicht aber 
die Auffindung des extraglykolytischen Abbauweges der Glucose“. 
Nicht nur Leber und Niere*, sondern auch Bindegewebe** ist anschei- 
nend in der Lage, auf dem von Warburg- Dickens entdeckten aeroben 
Abbauwege Glucdése direkt zu oxydieren. Uber den Anteil der beiden 
Wege am Glucosegesamtstoffwechsel sind die Meinungen noch sehr ge- 
teilt*”. Fructose wird offenbar hauptsichlich im Rahmen des Embden- 
Meyerhof-Schemas metabolisiert. Dafiir spricht u. a. der héhere Phos- 
phatbedarf wahrend des Abbaues?® und die hohe Bildungsrate von 
Brenztraubensaiure. Der SchluB, welcher aus der Bestimmung der 
Brenztraubensaéure usw. gezogen wurde, da die Fructose schneller 
abgebaut wird als die Glucose, ist demnach nicht unbedingt zutreffend. 

In der Aktivitaét des Urins scheinen keine wesentlichen Unterschiede 
zwischen den Glucose- und Fructosetieren zu bestehen. Noch nicht ab- 





89 R. v. Pressentin, Arztl. Forsch. 8, 389 [1953]; M. Murakami, Mitt. 
med. Ges. Tokyo 54, 207 [1940]; E. Helmreich, K.Stuhlfauth u. 8. Gold- 
schmidt, Z. Naturforsch. 7 , 418 [1952]. 

40 P. v. Planta u. A. Pletscher, Experimentia [Basel] 9, 304 [1953]. 

41 W. K. Wilbrandt, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 241, 302 
[1939]. 

#2 J.J. Weinstein u. J. H. Roe, Amer. J. Pract. 4, 117 [1953]. 

48 R. Levine u. 8S. M.S. Goldstein, Progr. Hormone Res. 11, 343 [1955]. 

44 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 292, 287 [1937]; F. Dickens, 
Nature [London] 188, 588 [1936]. 

4° B. Bloom, M. R.Stetten u. D.Stetten, J. biol. Chemistry 204, 681 
[1953]. 

46 F. X. Hausberger u. S. W. Milstein, J. biol. Chemistry 214, 483 [1955]. 

47 EK. Racker, Advances in Enzymol. 15, 141 [1954]; B. L. Horecker u. 
A. H. Mehler, Annu. Rev. Biochem. 24, 207 [1955]; P. A. Marks, Diabetes 5, 
276 [1956]. 
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geschlossene chromatographische Untersuchungen der Urine lassen ver- 
muten, daB bei den Fructosetieren hauptaschlich Lactat und Pyruvat 
markiert sind, wihrend bei der Glucosegruppe eine groBere Menge ge- 
kennzeichneter Glucuronide eliminiert wird. Diese Befunde liegen in der 
gleichen Richtung wie die Ergebnisse von Siidhof® und Miting*®. 


Zusammenfassung 


Bei 24 Ratten wurde das Verhalten von markierter Glucose und 
Fructose im Stoffwechsel verglichen. Gemessen wurde die Aktivitaét von 
CO,, Leber- und Muskelglykogen, Leber-, Darm- und SerumeiweiB sowie 
von Leberfett. Es ergab sich, daB Glucose zu einer Steigerung der Fruc- 
tose-Resorption und der Veratmung von CO, fiihrt. Nach 1 Stde. ist 
die Aktivitit des Leberglykogens der Fructosetiere héher. Auch das 
Leberfett weist eine héhere Markierung auf, 14C-Fructose findet sich 
nur in geringer Konzentration im Muskelglykogen. 


Summary 


The behaviour of labelled glucose and fructose in metabolism was 
studied in 24 rats. The resulting !4C activity of CO,, of liver and muscle 
glycogen, of liver, intestine and serum proteins and of liver fat was 
determined. It was found that glucose leads to an increase in the 
resorption of fructose as well as in the CO, expiration. After one hour 
the fructose animals showed a higher activity in liver glycogen. The 
same effect was also observed for liver fat. [4C]fructose is to be found 
only in minor concentrations in muscle glycogen. 








48 H. Siidhof, Klin. Wschr. 32, 91 [1954]. 
49 PD. Miiting, Klin. Wschr. 35, 964 [1957]. 
50 A. E. Renold u. G. W. Thorn, Amer. J. Med. 19, 163 [1955]. 
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Uber die Glykolyse und den Glucose-6-phosphat-Cyclus 
in der glatten Muskulatur 


Von 
N. Bargoni 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitat Sassari, Italien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Miirz 1958) 


Schon seit langem ist die Bildung von Milchsiure aus Hexosedi- 
phosphat in der Uterus-Muskulatur bekannt’. Haarmann? stellte fest, 
daB verschiedene glatte Muskel diese Saiure auch aus Glucose, nicht aber 
aus Glykogen entstehen lassen. Mit Muskelextrakten von Hiihnermagen 
beobachteten Meeraus und Lorber*® Hydroxysiurebildung aus Gly- 
kogen in Verbindung mit Abnahme des Phosphates sowie Umsetzung 
von D-Phosphoglycerinséure in Brenztraubensiure. Die letztere Eigen- 
schaft ging durch Dialyse verloren; sie konnte aber durch Zusatz von 
Adenosin-5’-phosphat oder ATP* wiederhergestellt werden. Lut wak- 
Mann! beobachtete hingegen an Schnitten der Magenwand von Ratten 
nur eine auBerst geringe glykolytische anaerobe Aktivitaét, wenn Glu- 
cose als Substrat verwendet wurde. Hollmann’ stellte an der Uterus- 
muskulatur von Rindern folgendes fest: Aus Glykogen bildeten sich nur 
geringe Mengen Milchsiure, in groBerem Ausmaf dagegen aus Glucose 
und Hexosediphosphat; aus letzterem entstand iiber die Stufe der Phos- 
phoglycerinsaéure Milchséiure; der Umsatz von Glucose, Hexosediphos- 
phat und Phosphoglycerinsiure wurde durch ATP stark geférdert ; durch 
Fluorid wurde die Milchsaiurebildung nur teilweise gehemmt. Bargoni® 
stellte mit Muskelhomogenaten des Taubenmagens eine Milchsiurebil- 
dung aus Glucose fest, die quantitativ der von Hollmann in der Uterus- 
Muskulatur beschriebenen nahe kommt. Severin und Dikanova’ 
haben mit Muskelbrei aus Tauben- und Hiihnermagen in Gegenwart so- 
wohl von Glykogen als auch von Glucose eine Abnahme des anorgani- 
schen Phosphates bewiesen. Dieses wurde in den Versuchen mit Fluorid 
als Phosphoglycerat und in denen mit Bromessigsiure als Hexosedi- 


* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: ATP Adenosintriphosphat; 
TPN Triphosphopyridinnucleotid; G-6-P Glucose-6-phosphat; 6-PGS 6-Phospho- 
gluconsaure; R-5-P Ribose-5-phosphat; Tris Tris-[hydroxy-methylamino]-methan. 
1 H. Hagemann, diese Z. 98, 54 [1914]. 

2 W. Haarmann, Biochem. Z. 255, 103 [1932]. 

3 W. Meeraus u. G. Lorber, Biochem. Z. 292, 397 [1937]. 

4 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 41, 19 [1947]. 

5 S. Hollmann, diese Z. 284, 89 [1949]. 

6 N. Bargoni, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 26, 474 [1950]. 

7 §. E. Severin u, A. A. Dikanova, Biochimia [russ.] 17, 584 [1952]. 
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phosphat wiedergefunden. Vor kurzem konnte Bargoni® mit waBrigen 
Extrakten des Muskelmagens der Taube die Milchséiurebildung aus 
Glykogen, Glucose-1-phosphat, G-6-P, Fructose-6-phosphat, Fructose- 
1.6-diphosphat und 3-Phosphoglycerat nachweisen, wenn ATP, Co- 
dehydrase, reduziertes Glutathion und Mg?® dem Versuchsansatz zu- 
gefiigt wurden. In dem Extrakt konnten die Fermente Phosphorylase, 
Phosphoglucomutase, Phosphofructokinase, Aldolase, Phosphoglycerin- 
aldehyd-Dehydrogenase, Enolase und Milchsiure-Dehydrogenase nachge- 
wiesen werden. Es scheint also die Annahme berechtigt, daB die Glykolyse 
des glatten Muskels nach dem Embden-Meyerhof-Schema abliuft. 


Ein anderer Weg fiir den Kohlenhydratabbau wurde fiir den glatten 
Muskel nicht beschrieben. Es schien daher interessant zu untersuchen, 
ob und in welchem AusmaB im Vergleich zur anaeroben Glykolyse in 
diesem Gewebe sich auch der G-6-P-Cyclus nachweisen lasse. 


Methodik 


Die Versuche wurden mit dem Muskelmagen von 1—2 Monate alten Tauben 
durchgefiihrt. Nach Dekapitierung der seit 24 Stdn. niichternen Tiere wurde so- 
fort der Magen herausgenommen, der Muskel von Schleimhaut, Fett- und Binde- 
gewebe befreit und mit der Schere in kleine Stiicke geschnitten. Diese wurden 
dann in einem Morser bei 0° grob zerrieben und in einem Potter-Elvehjem-Homo- 
genisator mit 5 TlIn. 0,15-m. KCl verarbeitet. Das Homogenat wurde 5 Min. lang 
bei 3500 xg zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde zur Untersuchung 
verwendet. 

Die glykolytische Aktivitaét wurde durch Messung der Milchsdurebildung 
nach Barker und Summerson® bestimmt. 

In 50-ml-Thunberg-Réhren mit Seitenarm wurde gewéhnlich 1 ml Gewebe- 
extrakt mit 0,25 ml 0,05-m. Tris-Puffer (pq 7,4) versetzt; in den Seitenarm wurde 
0,75 ml der Lésung gegeben, welche das Substrat und die zu priifenden Substanzen 
enthielt. Fiir die Versuche unter anaeroben Bedingungen wurden die Réhren an 
der Olpumpe etwa 3 Min. bei 10 Torr gehalten, sodann Stickstoff eingelassen und 
abermals evakuiert; dieses Verfahren wurde dreimnal wiederholt. Die Versuche 
wurden bei 37° durchgefiihrt; nach 10 Min. wurde der Inhalt des Seitenarmes in 
den Hauptraum gekippt und die Reaktion nach 2 Stdn. durch Zusatz von 1 ml 
1,2-m. Trichloressigsiure unterbrochen. Nach Zentrifugieren wurde in einem Teil 


_der klaren Fliissigkeit die Milchsaure bestimmt. 


AuBer der Hydroxysaure wurde in einigen Versuchen R-5-P nach Albaum 
und Umbreit?!® bestimmt. Die Dehydrierung von G-6-P und 6-PGS wurde nach 
Glock und McLean" festgestellt. Triosephosphate wurden nach Green und Mit- 
arbeitern!2, Fructose-6-phosphat nach Roe, Epstein und Goldstein’ ermit- 
telt. Der O,-Verbrauch wurde manometrisch nach Barcroft-Warburg ge- 


messen.,. 





8 N. Bargoni, Arch. Scienze med. 100, 200 [1955]; Giorn. Biochimica 6, 
125 [1957]. 

9 §. B. Barker u. W. H. Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 

10 H.G. Albaum u. W. W. Umbreit, J. biol. Chemistry 167, 369 [1947]. 

11 G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 55, 400 [1953]. 

12D. Herbert, H. Gordon, V. Subrahmanyan u. D. E. Green, Bio- 
chem. J. 34, 1108 [1940]. 

13 J. H. Roe, J. H. Epstein u. N. P. Goldstein. J. biol. Chemistry 178, 
839 [1949]. 
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G-6-P, 6-PGS, ATP und TPN waren Praparate der Firma Sigma Chemical 
Comp. (St. Louis), R-5-P von Nutritional Biochemicals Corporation (Cleveland), 


Ergebnisse 
Anaerobe Milchsaurebildung aus Glucose-6-phosphat 


Bereitet man ein Homogenat des glatten Muskels mit 10 Tin. einer 
0,15-m.NaCl-Lésung, die zu 4/,; ihres Volumens 0,07-m.Phosphatpuffer 
(pu 7,3) enthalt und zentrifugiert, so bildet sich keine Milchsaéure aus 
zugesetztem G-6-P. Diese entsteht aber, wenn man dem Ansatz ATP 
und Mg”® hinzufiigt. Homogenisiert man dagegen das Gewebe mit 5 Tin. 
einer 0,15-m.KCl-Lésung und zentrifugiert, so erhalt man einen Extrakt, 
welcher sehr aktiv ist und kein ATP und Mg”® bendtigt (Tab. 1). 


Tab. 1. Milchsaéurebildung aus G-6-P unter anaeroben Bedingungen. 
Versuchsansatz: 1 ml Extrakt; 0,25 ml 0,02-m. MgCl, oder Wasser; 0,25 ml 0,05-m. 
Tris-Puffer, py 7,4, oder Wasser; 0,25 ml 0,05-m. ATP oder Wasser; 0,25 ml 0,013-m. 

G-6-P. I und II sind Parallelversuche. 





ug gesamte Mi'chsiure |g gebildete Mi'chsaure 
I 














| Il (Mittelwerte) 
Extrakt mit 0,15-m. NaCl 
+ 0,07-m.- PO,°° 
ohne Zusatz .... 60 61 — 
Co a ee oe 61 60 0 
G-6-P + Mg®® + ATP 303 321 252 
Extrakt mit 0,15-m. KCl 
ohne Zusatz .... 138 150 -= 
Che aa ae 426 402 270 
G-6-P + Mg? + ATP 432 408 276 


Auch ohne Phosphat ist der NaCl-Extrakt nur in Gegenwart von 
ATP und Mg” aktiv. Phosphatzusatz zum KCl-Extrakt hemmt dagegen 
die Milchsaiurebildung teilweise. 


Aerobe Milchsaurebildung 
aus Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat 


Unter aeroben Bedingungen bildet der mit 0,15-m.KCl] zubereitete 
Extrakt sowohl aus G-6-P als aus 6-PGS Milchsiure. Das AusmaB dieser 
Milchséurebildung ist aber auBerst verschieden; und zwar ist sie sehr 
bedeutend aus dem Robison-Ester; Zugabe von 1,25-10-4-m.TPN ver- 
ursacht nur eine geringe Zunahme (-+ 13%); dagegen wird die geringe 
Milchséurebildung aus 6-PGS durch den gleichen Zusatz betrachtlich 
(+ 187%) erhéht (Tab. 2). 

Unter anaeroben Bedingungen ist die Milchsiuremenge, die sich 
aus G-6-P bildet, ungefaihr gleich jener, die aerob aus dem Ester ent- 
steht (Tab. 3). 
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Tab. 2. Milchsaurebildung aus G-6-P, 6-PGS und R-5-P unter aeroben Bedingungen. 


Versuchsansatz: 1 ml Extrakt; 0,25 ml 0,05-m. Tris-Puffer, py 7,4; 0,5 ml 0,006-m. 
G-6-P, 6-PGS, R-5-P oder Wasser; 0,25 ml 0,001-m. TPN oder Wasser. 














—" ug gesamte Milchsiure jug gebildete Milchsiure 
3 I II (Mittelwerte) 
ohne Zusatz .... 151 127 _ 
Grek ees 358 360 220 
G-6-P + TPN ... 374 380 238 
Us 0 Ci ane 165 159 23 
6-PGS + TPN ... 205 205 66 
Le SS a eae 368 372 231 





Tab. 3. Milchséurebildung aus G-6-P unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 


Versuchsansatz: 1 ml Extrakt; 0,25 ml 0,05-m. Tris-Puffer, py 7,4; 0,5 ml 0,006-m. 
G-6-P oder Wasser; 0,25 ml Wasser. 











ee ug gesamte Milchsiure | ug gebildete Milchsaiure 
_ I | II (Mittelwerte) 

aerob 

ohne Zusatz ... . 90 | 90 — 

CoC, ae a ee 375 j 390 292 
anaerob 

ohne Zusatz .... 106 114 

Te hele: tod) ets 405 405 295 





Dehydrierung von Glucose-6-phosphat 
und 6-Phosphogluconat 
Bei aerober Inkubation der Muskelextrakte mit G-6-P wird zuge- 
setztes TPN nur sehr langsam hydriert, wahrend unter gleichen Be- 
dingungen mit 6-PGS eine raschere Reaktion erfolgt (s. Abbildung). 





a q 





| 015 
Dehydrierung von G-6-P und 6-PGS & Fal 
o—o—o ohne Substrat; A—A—A mit 
G-6-P; @—@—® mit 6-PGS. 

Versuchsansatz: 0,5 ml 0,l-m. MgCl,; 9.10 
0,5 ml 0,25-m. Glycylglycin-Puffer, p}, 7,6; 

0,5 ml 0,005-m. TPN; 0,20 ml 0,025-m. 
G-6-P, 6-PGS oder Wasser; 0,2 ml Ex- 


trakt; 0,5 ml Wasser. Die Werte fiir die 005 7 








G-6-P-Oxydation sind bereits korrigiert 
unter Beriicksichtigung der Weiterreak- 
tion der dabei gebildeten 6-PGS. 
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Milchsaurebildung aus Ribose-5-phosphat und Glykogen 


Der Muskelextrakt bildet aus R-5-P aerob wie anaerob gleich viel 
Milchséure; in beiden Fallen verschwindet dabei der Phosphatester, 
allerdings ohne ersichtliche quantitative Beziehung zwischen gefundener 
Hydroxysiure und gespaltenem Ester (Tab. 4). Der Vorgang geht ohne 
Sauerstoffverbrauch vor sich. 


Tab. 4. Umsatz von R-5-P unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 
Versuchsansatz: 1 ml Extrakt; 0,25 ml 0,05-m. Tris-Puffer, py 7,4; 0,5 ml 0,007-m. 
R-5-P oder Wasser; 0,25 ml Wasser. 

















Tastee pug gesamte Milchsaure ug gebildete | mug verbr. 
i I | II Milchsaéure R-5-P 
aerob 
ohne Zusatz. . . 90 80 — — 
i ne 230 215 137 496 
anaerob 
ohne Zusatz. . . 75 85 — — 
eee So SS 217 220 138 518 








Dabei ist es nicht notwendig, ATP und Mg*® hinzuzufiigen. Die Hy- 
droxysaurebildung aus Pentosephosphat ist viel héher als jene aus Gly- 
kogen und diese wird im Gegensatz zur ersteren durch ATP und Mg*® 
bedeutend aktiviert (Tab. 5). Das zur Glykogenolyse nétige Phosphat 
scheint in den rohen Extrakten enthalten zu sein, da Zusatz von Phos- 
phat die Reaktionsgeschwindigkeit nicht beeinfluBt. 

Aus 0,003-m. freier Ribose wird, aerob wie anaerob, keine 
Milchsiure gebildet, auch wenn man dem Versuchsansatz ATP und 
Mg*® zufigt. 

Tab. 5. Milchsiurebildung aus R-5-P und Glykogen. 


Versuchsansatz: 1 ml Extrakt; 0,25 ml 0,05-m. Tris-Puffer, py 7,4; 0,25 ml 
0,014-m. R-5-P, 0,4-proz. Glykogen-Liésung oder Wasser; 0,25 ml 0,05-m. ATP 
oder Wasser; 0,25 ml 0,02-m. MgCl, oder Wasser. 














— ug gesamte Milchsaure ug gebildete 
I | Il Milchsaure 
anaerob 
ohne Zusatz. ....... 61 61 — 
Sb Oe ee Pade: ae 234 252 182 
R-5-P + ATP + Mg ... 222 252 176 
CC oie ee 105 120 51 
Glykogen + ATP + Mg*®. . 192 216 143 
aerob 
ohne Zusatz. ....... 84 78 a 
LSS ide ee ee 210 225 136 
R-5-P + ATP + Mg... 212 202 125 
iMymonen <4. Gls an. |. 111 98 23 
Glykogen + ATP + Mg®®. . 157 144 69 
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Bildung von Triosephosphaten und Fructose-6-phosphat 
aus Ribose-5-phosphat 


Fiigt man dem Versuchsansatz, der den Muskelextrakt und R-5-P 
enthalt, unter anaeroben Bedingungen Jodessigsiure (Endkonzentration 
0,003-m.) hinzu, so hiufen sich Triosephosphate an (Tab. 6). Unter den- 
selben Bedingungen ist auch die Bildung von 97 wg Fructose-6-phos- 
phat nachweisbar. 

Tab. 6. Bildung von Triosephosphaten aus R-5-P unter anaeroben Bedingungen. 


Versuchsansatz wie in Tab. 5, nur statt ATP und MgCl,: 0,5 ml 0,012-m. Jod- 
essigsiure. Bei 37° 1 Stde. inkubiert. 














—s Gesamte Triosephosphate (ug P) Gebildete Triose- 
I | II phosphate (ug P) 
ohne Zusatz .. . 95 | 88 — 
BReOeke os as 112 | 110 109 
Diskussion 


Der Kohlenhydratabbau des glatten Muskels erfolgt bekanntlich 
nach dem Embden-Meyerhof-Schema. Daneben finden auch anders- 
artige Abbaureaktionen statt, und zwar sehr wahrscheinlich der Glucose- 
6-phosphat-Cyclus. Diese Annahme wird gestiitzt durch Dehydrierung 
von zugesetztem G-6-P und 6-PGS mit TPN, Abbau von R-5-P sowie 
durch Umwandlung des letzteren in Triosephosphat und Fructose-6- 
phosphat in Gegenwart von Jodessigséure. Die ersten Zwischenstufen, 
welche zur Bildung des Pentosephosphats fiihren, sind notwendigerweise 
aerob; die folgenden sind dagegen anaerob. Da G-6-P trotz aerober Ver- 
suchsverhiltnisse bedeutend rascher abgebaut wird als 6-PGS (vgl. 
Tab. 2), ist zu schlieBen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit des nach 
dem Embden-Meyerhof-Schema ablaufenden Abbauprozesses sicher 
viel héher ist als die tiber den Glucose-6-phosphat-Shunt. Vergleicht man 
die Milchsiurebildung nach diesen zwei Wegen, so ist unter optimalen 
Verhaltnissen, die des ersten dreimal groBer als die des zweiten. 

Es ist bemerkenswert, daB die aerobe Milchsiurebildung aus 6-PGS 
maBig, die aus R-5-P dagegen gréBer ist. Im Vergleich zur letzteren ist 
die Hydroxysiurebildung aus Glykogen entschieden niedriger und der 
aus G-6-P ungefahr gleichwertig. Diese Beobachtung ]aéBt noch einen 
anderen anaeroben Weg des Kohlenhydratabbaus vermuten, der iiber 
die Stufe des Pentosephosphats ablaufen kénnte. 


Zusammenfassung 


Durch mit Salzlésungen bereitete Extrakte des glatten Muskel- 
magens der Taube wird Milchséure aus Glucose-6-phosphat, 6-Phospho- 
gluconat und Ribose-5-phosphat gebildet. In Anwesenheit von Tri- 
phosphopyridinnucleotid als Coenzym, werden Glucose-6-phosphat und 
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6-Phosphogluconat dehydriert. Aus Ribose-5-phosphat bilden sich in 
Gegenwart von Jodessigsiure unter anaeroben Bedingungen noch Triose- 
phosphate und Fructose-6-phosphat. Diese Feststellungen sprechen fiir 
das Vorhandensein des Glucose-6-phosphat-Cyclus im glatten Muskel, 


Summary 


Through the action of a saline extract of smooth stomac muscle of 
the pigeon, lactic acid is formed from glucose-6-phosphate, 6-phospho- 
gluconate and ribose-5-phosphate. In the presence of triphosphopyridine 
nucleotide as a coenzyme, glucose-6-phosphate and 6-phosphogluconate 
are dehydrogenated. Triosephosphate and fructose-6-phosphate are formed 
from ribose-5-phosphate in the presence of iodoacetic acid under an- 
aerobic conditions. These results suggest the presence of glucose-6-phos- 
phate-cycle in smooth muscle. 
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Versuche zur Isolierung des Kallikrein-Inaktivators, IP 
Von 
Heinrich Kraut und Ruth Korbel-Enkhardt 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1958) 


Herrn Professor Dr. W.GraBmann zum 60. Geburtstag gewidmet 


A. Darstellung von geeignetem Ausgangsmaterial 
fiir die weitere Reinigung 


Wie berichtet!, war es uns gelungen, aus Ohrspeicheldriisen von 
Rindern in einigen wenigen Schritten bei guter Ausbeute Priparate des 
Kallikrein-Inaktivators darzustellen, von denen 2 bis 3 y unter optimalen 
Bedingungen zur Inaktivierung einer Kallikrein-Einheit geniigten. Der 
Fortschritt gegeniiber friiheren Darstellungsversuchen des Inaktivators 
bestand insbesondere darin, da8 durch Ausfallung von begleitendem 
KiweiB mit Trichloressigsiure? die Inaktivatorpraparate haltbar geworden 
waren. Wie das Verhalten bei der Elektrophorese zeigte, waren diese 
Préiparate aber noch nicht einheitlich. Mit Amidoschwarz lieBen sich 
mindestens drei Komponenten unterscheiden, von denen nur die am 
weitesten kathodisch gewanderte dem Inaktivator angehdrte. 

Auffallend war, daf8 es mit fortschreitender Reinigung immer 
schwieriger wurde, den Inaktivator mit Athanol auszufillen. Wahrend 
in den essigsauren Organextrakten schon die 4fache Alkoholmenge zur 
vollstiéndigen Fallung geniigte, brauchten wir hierzu auf der letzten 
Reinigungsstufe die 10fache Alkoholmenge. Das lieB vermuten, daB der 
Inaktivator selbst in Alkohol verhaltnismaiBig hoher Konzentration 
noch Jéslich und nur durch Adsorption an das ausfallende Eiweif fall- 
bar sei. Versuche, den Inaktivator aus den mit Aceton und Ather ge- 
trockneten Driisen mit 70-proz. essigsaurem Alkohol zu extrahieren, 
bestatigen diese Vermutung. Man erhalt aus 100 g getrockneter Driisen 
einen alkoholischen Extrakt mit ungefahr 100000 Kallikrein-Inaktivator- 
einheiten (KIE)*, der fast frei von mit Trichloressigsiure fallbarem 
EiweiB ist. 


1 T. Mitteil.: H. Kraut u. R. Kérbel-Enkhardt, diese Z. 309, 243 [1957]. 

2 Die Entfernung von begleitendem Eiwei8 mit Trichloressigsiure ist zum 
erstenmal von L.I. Gardner, W. W. Westerfeld u. I. R. Weisiger zur Dar- 
stellung von Kallikrein-Inaktivatorpriparaten aus Milz und Lymphknoten von 
Rindern angewandt worden (Amer. J. Physiol. 142, 541 [1944}). 

* Die Arbeitsgruppe Frey-Kraut-Werle hat sich dahin geeinigt, die Ein- 
heit des Kallikrein-Inaktivators neu zu definieren und KIE als Abkiirzung dafiir 
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Im Gegensatz zu dem bisherigen Verfahren war es nicht einmal 
notwendig, von getrockneten Driisen auszugehen. Aus den fetthaltigen 
Driisen geht zwar der Inaktivator nur ungeniigend in den Alkohol iiber, 
Aber es geniigt, die Hauptmenge der Lipoide durch 2maliges Waschen 
mit Aceton zu entfernen, um den Inaktivator in 70-proz. essigsaurem 
Athanol léslich zu machen. Aus 1000 g frischer Driise erhalt man 2 bis 
300000 KITE. 

Die gelésten Substanzen bestehen immer noch zu einem erheblichen 
Teil aus Lipoiden, die beim Abdunsten des Alkohols im Vakuum aus- 
fallen. Man kann sie abfiltrieren, aber sie nehmen viel Inaktivator mit 
sich. Die Lipoide werden daher durch Ausschiitteln mit Ather entfernt, 
wobei auch braune Farbstoffe extrahiert werden. Aus der hellgelben 
waBrigen Lésung ist der Kallikrein-Inaktivator nicht mehr mit Alkohol 
fallbar, wohl aber vollstaéndig mit der 4fachen Menge Aceton. Dabei 
bleibt eine groBe Menge von unwirksamen Begleitstoffen in Lésung, die 
erst durch gréBere Acetonkonzentrationen fillbar sind. Der Nieder- 
schlag muB entweder sofort weiterverarbeitet oder mit Ather getrocknet 
werden. Er enthalt in ungefahr 10 y Substanz 1 KIE. — Die Ausbeute 
betrigt 90—95°% des Inaktivatorgehaltes der frischen Driisen. 

Zur weiteren Reinigung extrahieren wir meist den acetonfreien 
Niederschlag sofort mit wenig Wasser, wobei viel unwirksame Substanz 
ungelést bleibt. Bringt man den Extrakt mit Ammoniak auf py 7,5, so 
fallt ein starker Niederschlag von Purinen aus. Jetzt kann man den 
Inaktivator mit der 10fachen Menge Alkohol fallen und den Nieder- 
schlag mit Alkohol und Ather trocknen. Der Reinheitsgrad liegt meist 
zwischen 2 und 3 y je KIE. Die Ausbeute betriigt von der Acetonfallung 
bis hierher 75% oder rund 70% aus der frischen Driise. Gegeniiber 
unserem bisherigen Darstellungsverfahren! ist das neue Verfahren viel 
einfacher und rascher durchfiihrbar. Auch kann man von frischen 
Driisen ausgehen, wahrend das friihere Verfahren nur auf die Extrakte 
aus getrockneten Driisen anwendbar war. Ausbeuten und Reinheits- 
grade sind bei beiden Verfahren ungefihr dieselben. 


B. Weitere Schritte der Reinigung 


Fiir die weitere Reinigung war es wesentlich, daB die Zusammen- 
setzung der nach dem friiheren und dem jetzigen Verfahren gewonnenen 
Praiparate sehr verschieden ist. Wahrend bei dem Verfahren unserer 
I. Mitteil.1 der Kallikrein-Inaktivator noch hauptsichlich von EiweiB 
begleitet wird, bestehen nach dem neuen Verfahren die Begleitstoffe zu 
einzufiihren (zur Vermeidung von Verwechslungen mit I.E. = Internationale Ein- 
heit). 

Die Definition soll lauten: 1 KIE ist diejenige Menge Kallikrein-Inaktiva- 
tor, die beim pq-Optimum der Inaktivierungsreaktion (fiir den Inaktivator aus 
Rinderparotis py 8) nach 2stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur 2 Kallikrein- 
einheiten zur Hialfte inaktiviert. Die neue Einheit ist nicht wesentlich verschieden 
von der bisher iiblichen (1 KE zu 100% inaktiviert), aber praziser bestimmbar. 
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einem erheblichen Teil aus Purinen. Dies 1a8t sich aus den UV-Absorp- 
tionskurven (Abb. 1) erkennen. Die Kurve I (friiheres Verfahren) zeigt 
ein Maximum in der Nahe von 280 my, das fiir Tryptophan und Tyrosin 
charakteristisch ist, wahrend sich das Absorptionsmaximum der nach 
dem neuen Verfahren dargestellten Praparate weiter in das Gebiet der 
kiirzeren Wellen erstreckt (Kurve II). Das Maximum in der Nahe von 
260 my entspricht denjenigen mehrerer Purine (Xanthin, Hypoxanthin, 
Adenin). Die nachsten Schritte der Reinigung bezweckten, begleitende 
Purine und Proteine vom Inaktivator abzutrennen, wobei sich die Auf- 
nahme der Extinktionskurven als Leitlinie gut bewahrte. 
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UV-Absorptionskurven von Kallikrein-Inaktivatorpraparaten 
Abb. 1. Kurve I: Verfahren der I. Mitteil.1, 350 KIE/ml, 
Kurve II: Verfahren A dieser Mitteil., 350 KIE/ml. 
Abb. 2. Kurve I: Inaktivatorlésung nach Fallung von Purinen mit Natronlauge, 
400 KIF/ml. 
Kurve II: Wieder anfgeléste Purine. 
Abb. 3. Kurve I: Ausgangslésung nach Verfahren A, 350 KIE/ml. 
Kurve II: Inaktivatorlésung nach Eiweiffillung mit Trichloressigsaure, 
500 KIE/ml. 
Kurve III: Inaktivatorlésung nach anschlieBender’ Ionenaustauscher- 
behandlung, 1250 KIE/ml. 
Abb. 4. Kurve I: Ausgangslésung nach Verfahren A, 400 KIE/ml. 
Kurve II: Extraktion mit 90-proz. neutralem Alkohol, 400 KIE/m/. 
Kurve III: Extraktion mit 90-proz. saurem Alkohol, 2600 KIE/ml. 
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Man kann z.B. durch Versetzen einer Lésung des Trockenpulvers in Wasser 
(700 KIE/ml) mit Natronlauge Purine ausfaillen und die Natronlauge durch 
Ionenaustauscher wieder entfernen. Abb. 2 zeigt den Erfolg dieser Reinigungs- 
schritte. In Kurve I der inaktivatorhaltigen Lésung ist das Absorptionsmaximum 
nach 280 my verschoben, also charakteristisch fiir KiweiB, wihrend die Losung des 
inaktivatorfreien Niederschlages das Maximum bei 260 my hat, also Purine ent- 
halt (Abb. 2, Kurve II). Auch die Proteine haben sich, wie die Héhe der Kurve I 
zeigt, wesentlich vermindert. Man kann nun den Inaktivator mit der 10fachen 
Menge Alkohol fallen. Der Reinheitsgrad betragt danach 1,2 y je KIE, die Aus- 
beute allerdings nur knapp 40%. 

Auch der umgekehrte Weg ist méglich, die Proteine aus hochkonzentrierten 
Lésungen mit Trichloressigsdure auszufallen, diese durch Ausithern zu entfernen 
und nun die Purine durch eine Saéule von Kationen- und Anionenaustauschern 
1 lng 
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zuriickzuhalten. Abb. 3 zeigt den Erfolg dieser Behandlung an den Extinktions. 
kurven. Der Reinheitsgrad solcher Praparate liegt bei 0,8 y/KIE, die Ausbeute 
aber nur bei 35%. 

Bei der elektrophoretischen Priifung zeigte sich, daB zwar die anodisch wan. 
dernden Begleitstoffe im wesentlichen entfernt waren, eine kathodisch wandernde 
Verunreinigung dagegen sich noch in hoher Konzentration in dem Praparat be- 
fand. Wir suchten daher einen anderen Weg, um Proteine und Purine aus unseren 
Praparaten zu entfernen. 

Am geeignetsten erwies sich eine Fraktionierung der Inaktivator. 
praparate vom Reinheitsgrad 2—3 y/KIE mit Athanol. Der Kallikrein. 
Inaktivator lost sich auf dieser Reinheitsstufe nur wenig in 90-proz, 
neutralem Athanol, wohl aber in 90-proz. Athanol, das 39% Essigsiiure 
enthalt; in 96-proz. essigsaurem Athanol ist der Inaktivator schwer 
loslich. Abb. 4 zeigt die Extinktionskurven der Priparate aus den ver. 
schiedenen Fraktionen. 

Es ist vorteilhaft, die Praparate zuerst mit 96-proz. essigsaurem 
Athanol zu extrahieren, bevor man sie mit neutralem 90-proz. Athanol 
behandelt. Hierbei lésen sich nimlich Substanzen, die in 90-proz. Alkohol 
schwer léslich sind. Es tritt kein wesentlicher Verlust an Inaktivator ein. 


Nun folgt eine Extraktion mit 90-proz. neutralem Athanol, bei 
der ein geringer Teil des Inaktivators neben viel Begleitsubstanz in 
Lésung geht (Abb. 4, Kurve II). SchlieBlich wird der Inaktivator selbst 
mit 90-proz. essigsaurem Athanol (3-proz. an Essigsiure) in Lésung ge- 
bracht (Abb. 4, Kurve III). Zur Uberfiihrung des sehr hygroskopischen 
Inaktivators in ein Trockenpulver erwies sich das Eindampfen mit 
Athylenglykol-monoathylather als beste Methode. Der Erfolg der 
Reinigung zeigt sich sowohl an der Abnahme der UV-Absorption, wie 
sie in Abb. 4 wiedergegeben wird, als auch an der Verminderung des 
Trockengewichtes je Inaktivatoreinheit auf 0,7—0,8 y. 

Ks stellte sich heraus, daB die Loslichkeit des Kallikrein-Inaktivators 
sehr von den Begleitstoffen beeinflu8t wird. Wahrend aus den Pripa- 
raten vom Reinheitsgrad 2—3 y je KIE in 96-proz. essigsaurem Alkohol 
der Inaktivator kaum in Lésung ging, war er auf der Reinheitsstufe 
von 0,7—0,8 y zu etwa 60% loslich. Dabei blieb ein groBer Teil der 
Substanz ungelést. Der Reinheitsgrad verbesserte sich auf 0,3 y KIE, 
wenn man das Gewicht der Substanz nach Athertrocknung zugrunde 
legt. Da sie sehr hygroskopisch ist, ist dieses Gewicht nicht genau 
definiert. Beim Trocknen im Vak. bei 90° bis zur Gewichtskonstanz 
erhalt man regelmaBig ein Gewicht von 0,2 y je Kallikrein-Inaktivator- 
einheit. 

Der Stickstoffgehalt eines derartigen Praparates betrug 11,8%. Es 
gab, wenn auch verzégert, eine positive Molisch-Reaktion. Eine Analyse 
nach Hagedorn-Jensen lieferte 22,4°% reduzierende Substanzen, 
berechnet als Glucose. 
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Beschreibung der Versuche 
A. 


1000 g mechanisch von anhaftendem Fleisch und Fett befreite und im Fleisch- 
wolf zerkleinerte Ohrspeicheldriisen von Rindern werden 2mal mit 5000 mi Aceton 
gewaschen und das anhaftende Aceton gut abgesaugt. Auf die vom Aceton be- 
freiten Driisen 148t man 1200 mi n-Essigsiure 2 Stdn. bei 50° einwirken. Nach 
Zugabe von 2800 ml 96-proz. Athanol wird die Suspension 30 Min. bei 50° geriihrt. 
Das alkohol. Filtrat enthalt etwa 250000 KIE. Es wird im Vak.-Umlaufverdampfer 
bei 25° auf etwa 1200 m/ eingeengt und die triibe, dunkel gefarbte Lésung mit 
dem gleichen Volumen Ather ausgeschiittelt. 

Die waBrige Phase wird mit der 4fachen Menge Aceton versetzt. Der ent- 
standene Niederschlag wird sofort abzentrifugiert und mit 700 m/ dest. Wasser 
kraftig aufgerihrt. Ein groBer Teil des Acetonniederschlages bleibt ungelést, der 
Kallikrein-Inaktivator geht in Lésung. In der waBrigen Lésung sind etwa 200000 
KIE enthalten. 

Bei Zugabe von Ammoniak zu dieser Lisung bis zum pq 7,5 fallt ein Nieder- 
schlag von Begleitstoffen, der nach 30 Min. durch Seitz-Filter von der Lésung 
abgetrennt werden kann. Aus dieser Lésung wird der Inaktivator mit der 10- 
fachen Menge Athanol gefallt. Der Niederschlag wird nach 24stdg. Stehenlassen 
abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und mit Ather getrocknet. Ausb. etwa 
0,45 g. Eine KIE ist durchschnittlich an 2,5 y Substanz gebunden. 


B. 


0,5g eines nach A hergestellten Sammelpraparates, enthaltend 200000 
KIE, wurden mit 100 ml 96-proz. Athanol, dem 0,2 mi Eisessig zugesetzt waren, 
60 Min. bei 50° geriihrt, dann zentrifugiert. Der Riickstand wurde mit 200 mi 
90-proz. Athanol 60 Min. bei 50° geriihrt und zentrifugiert. Die alkoholische 
Lésung enthielt nur 4000 KIE. Sie wurde durch Seitz-Klarschichtfilter gesaugt, 
im Vak. bei 35° auf 10 m/ eingeengt und ihr UV-Spektrum gemessen (Abb. 4, 
Kurve II). Der Vergleich mit dem Spektrum der Ausgangssubstanz (Kurve I, 
1 m/l = 400 KIE) ergibt, daB ein groBer Teil der absorbierenden Substanzen 
(Purine und Peptide) von dem 90-proz. Athanol gelést wurden. Der jetzt noch 
verbliebene Riickstand wurde mit 200 mi 90-proz. essigsaurem Athanol (90 m/l 
96-proz. Athanol, 3 mi Eisessig, 3 ml Wasser) 2 Stdn. bei 50° geriihrt und zentri- 
fugiert. Die alkoholische Lisung wurde durch Seitz-Klarschichtfilter gesaugt und 
im Vak. bei 35° auf etwa 15 mi eingeengt. Zur Entfernung der Essigsiure wurde 
mit Ather ausgeschiittelt und die Lésung auf 20 ml aufgefiillt. Sie enthielt 160000 
KIE = 80%. 

Zur Messung des UV-Spektrums wurde 1 ml der Lésung mit 2 ml Wasser 
verdiinnt (1 ml = 2600 KIE, Abb. 4, Kurve III). Obwohl sie damit 614mal kon- 
zentrierter als die Ausgangslésung ist (s. Kurve I), ist ihre Absportion viel geringer. 
Ein scharfes Maximum liegt bei 275 my, also im Bereich der Absorption der Pro- 
teine und Peptide. 8 

Die Inaktivatorlésung wurde mit 20 ml Athylenglykol-monoathylather ver- 
setzt und im Vak. bei 35° auf 20 m/ eingeengt. Die triibe Suspension wurde mit 
20 ml Ather vermischt und scharf zentrifugiert, der Riickstand zur Entfernung 
des Athylenglykol-monoathylathers mit Ather gewaschen und getrocknet. Er wog 
112 mg, 1 KIE = 0,7 y». z 

0,1 g dieses Praparates = 140000 KIE wurden mit 100 ml 96-proz. Athanol, 
dem 0,2 ml Essigsiure zugesetzt waren, 2 Stdn. bei 60° geriihrt und dann zentri- 
fugiert. Die Lésung wurde durch Seitz-Klarschichtfilter gesaugt und im Vak. bei 
35° auf 4 ml eingeengt. Bei der Zugabe von 6 m/ Wasser fiel ein Niederschlag 
aus, der entfernt wurde. Die Lésung enthielt 80000 KIE. 

Die ausgeflockte Substanz war nur in Alkohol und Ather léslich und besa8B 
keine Inaktivatorwirkung. 
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Die Inaktivatorlésung wurde durch ein Schleicher & Schiill-Membranfilter 
gesaugt und wie oben mit Athylenglykol-monoithylather und Ather behandelt, 
Ausb.: 0,022 g Trockenpulver. 1 KIE der mit Ather getrockneten Substanz wog 
0,3 y, nach Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 90° noch 0,2 y. Die Ausbeute 
aus der 0,7-y-Stufe betrug 50%, die aus der 2-y-Stufe 40%. 

Zur Untersuchung dieses Praiparates unterwarfen wir es im Elphor H der 
Elektrophorese. Es zeigte sich (s. Abb. 5), daf die beim Reinheitsgrad von 2—3 y 
noch reichlich vorhandene, nur wenig zur Kathode wandernde Komponente ver. 
schwunden war. Der Inaktivator fand sich diffus iiber ein breites Gebiet verteilt, 
das sich vom Auftropfpunkt bis nahe zur Kathode erstreckte. Die Farbtiefe, die 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Elektrophorese des reinsten Inaktivator-Praparates im Elphor H. 110 V; 
0,1-m. Na-Veronal-Puffer. 


Abb. 6. UV-Spektrum des reinsten Inaktivatorpraparates, 5000 KIE/ml. Aus- 
gezogene Kurve = Spektrum der neutralen Liésung; gestrichelte Kurve = Spek- 
trum der alkalischen Lésung. Ordinate: Extinktion; Abszisse: Wellenlinge in mu. 


mit Amidoschwarz 10 B entsteht, entspricht ungefihr dem Gehalt des Inaktiva- 
tors in den untersuchten Streifen. Uber die Einheitlichkeit 148t sich jedoch keine 
prazise Aussage machen. 

Besonders deutlich wird der Reinigungserfolg an der UV-Absorption. In 
Abb. 6 wird das Ergebnis einer Aufnahme mit 5000 KIE je ml gezeigt. Der Ver- 
gleich mit Kurve III in Abb. 4, die mit der halben Inaktivatorkonzentration 
aufgenommen wurde, zeigt, daf die Héhe des Maximums sich noch etwas ver- 
mindert hat. Insbesondere aber ist der Gipfel noch steiler geworden. Das Maximum 
liegt nun bei 277 mu. DaB es sich hierbei um die Absorption einer Tyrosinkompo- 
nente handelt, konnte durch Aufnahme des Spektrums bei alkalischer Reaktion 
(0,1-n. NaOH) wahrscheinlich gemacht werden. Das Maximum verschob sich da- 
durch nach 295 my, wie es fiir Tyrosin charakteristisch ist (gestrichelte Kurve der 
Abb. 6). 


Zusammenfassung 


1. Nach einem verbesserten Verfahren zur Darstellung von Kallikrein- 
Inaktivator werden frische Rinder-Parotisdriisen mit Aceton ent- 
fettet und mit 70-proz. essigsaurem Alkohol in der Warme extrahiert. 
Nach Entfernung von Lipoiden durch Ausschiitteln mit Ather, Fal- 
lung mit Aceton und Extraktion des Niederschlags mit Wasser er- 
halt man in guter Ausbeute eine Lésung, in der nach Ausfallung von 
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Purinen mit Ammoniak der Inaktivator durch Alkohol gefallt wird. 
Nach Athertrocknung findet sich eine Kallikrein-Inaktivatoreinheit 
(KIE) in 2—3 y Trockensubstanz. 


. Durch Fraktionierung mit Athanol werden Praparate vom Reinheits- 


grad 0,2 y/KIE erhalten, die bei der Papierelektrophorese nur noch 
eine diffus zur Kathode wandernde mit Amidoschwarz anfirbbare 
Komponente zeigen. 


Summary 


. An improved method for the isolation of kallikrein inactivator from 


fresh bovine parotid glands consisting of defatting with acetone and 
extracting at an elevated temperature with 70% alcohol, acidified with 
acetic acid, is described. After elimination of lipids with ether, pre- 
cipitation with acetone, and extraction of the precipitate with water, 
a solution is obtained, from which, after precipitating purines with 
ammonia, the inactivator is precipitated with alcohol in good yield. 
One unit of the inactivator (KIU) is contained in 2—3 yg of the 
ether-dried substance. 


. By fractionation with alcohol, preparations with a purity of 0,2 ug/ 


KIU are obtained which, in zone-electrophoresis on paper, show only 
one substance migrating diffusely towards the cathode after staining 
with amido black. 











168 Bd. 312 (1928) 


Uber den Abbau von Tyrosin durch verdiinnte 
Salpetersaure’ 


Von 
Helmut Zahn und Ernst Robert Fritze2 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg und dem Deutschen Wollforschungsinstitut 
an der Techn. Hochschule Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1958) 
Kurt Hess zum 70. Geburtstag gewidmet 


Im Zusammenhang mit réntgenographischen Arbeiten® an nitriertem 
Fibroin und Keratin, Skleroproteinen, in denen Tyrosin reichlich vor- 
handen ist, wurde das Verhalten dieser Aminosiure gegen Salpetersiure 
unter bestimmten Bedingungen genauer studiert. 


Die beiden am langsten bekannten HNO,-Abbauprodukte von Proteinen 
sind Oxalsaéure und Pikrinsiéure. Schon das sog. ,,Amer“‘, das Welter‘ aus Seiden- 
fibroin durch Behandlung mit Salpetersaure erhielt, wurde von Berzelius, Du- 
mas und Laurent 1842 als Pikrinséure identifiziert. Ebenso alt sind die Beob- 
achtungen, daB beim Abdampfen eines Salpetersiure-Tyrosin-Reaktionsgemisches 
Oxalsaure auftritt 5: Nach Johnson und Kohmann ® entsteht diese durch einen 
Abbau der Pikrinsaure. 

Den endgiiltigen Beweis, daB die Pikrinsiure zum gréBten Teil aus Tyrosin 
stammt, lieferte Mérner’. Ebenso bildet sich Pikrinsiure bei tiefgreifendem Ab- 
bau von Phenylalanin und in geringem MaBe sogar von Tryptophan mit Salpeter- 
sdure. 

Takayama'® erhielt als drittes Abbauprodukt des Tyrosins 13,2% 3.5-Di- 
nitro-4-hydroxy-benzoeséure neben 31,4% Pikrinséure, als er Tyrosin mit 8-n. 
HNO, bei 110° behandelte. 


Abbau von Tyrosin mit 1,4-n. HNO, bei 70° 


Zunachst wurde Tyrosin mit 1,35—1,4-n. HNO, in fiinfzigfachem 
UberschuB* bei 70° abgebaut. Dabei wurde papierchromatographisch 
festgestellt, daB mindestens noch drei weitere, relativ stabile Abbau- 
produkte auftreten (vgl. Abb. 1). 


1 Teil der Dissertation E. R. Fritze, Heidelberg 1955; vgl. Vortragsbericht 
H. Zahn, Angew. Chem. 64, 623 [1952]. 

2 Jetzt Farbenfabriken Bayer, Leverkusen. 

3H. Zahn u. K. Kohler, Z. Naturforsch. 5b, 137 [1950]; H. Zahn, 
O. Kratky u. A. Sekora, Z. Naturforsch. 6b, 9 [1951]. 

4 Welter, Ann. Chimie [1], 29, 301 [1799]. 

5 A. Strecker, Liebigs Ann. Chem. 73, 70 [1850]. 

6 B. Johnson u. E. F. Kohmann, J. Amer. chem. Soc. 87, 1863 [1915]; 
vgl. auch H. Blumenau, Liebigs Ann. Chem. 67, 115 [1848]. 

’ C. Th. Mérner, diese Z. 95, 263 [1915]. 

® Y. Takayama, C. A. 87, 4052 [1943]; J. chem. Soc. Japan. 62, 31 [1941]. 

* Entspr. 10—15fachem molarem UberschuB. 








Rw-tyr 


: . 
eve td 


wow 


i os Lo ok 6 6 ee bk 


92 Go hy bo oo GO GO GO 








(1958) 


astitut 


‘tem 
vor- 


inen 


eob- 
ches 
inen 
osin 


ter- 














Bd. 312 (1958) 


| 47 6) @) () ) 0 o ood Abb. 1. Schema eines Chromato- 


gramms, welches den zeitlichen Ver- 
@) (r) () lauf des Abbaus von reinem Tyrosin 
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> durch 1,35—1,4-n. HNO, bei 70° 
wiedergibt. Methode: Bei py 7,5 auf 


s 

g 

7 Whatman-Papier Nr.1 aufgetragen, 
2442 () () in Isobutanol/2-n. Essigsiure 100:11 

= aufsteigend entwickelt und im UV- 


Licht ausgewertet. Die Rn-tTyr-Werte 





10 st O la O geben die auf 3-Nitro-tyrosin = 1,0 
ae en 2 a pr a oe an. ss = sehr 
; schwach, s = schwach, m = mittel, 

am : . i Y = OQ st = stark, sst = sehr stark. 





2 16 2 32 468 
Stdn. —— 


Sofort nach dem Zusammengeben von Tyrosin und Salpetersaure 
(0 Stdn.) tritt der Fleck des 3-Nitro-tyrosins stark hervor, um nach 
l2stdg. Reaktion vdéllig zu verschwinden. Die Substanz mit dem 
Ry-ryr-Wert 0,24 ist 3.5-Dinitro-tyrosin. Man sieht hier zunachst ein 
Anwachsen der Konzentration mit einem Maximum bei 2 Stdn. und an- 
schlieBendes Abklingen und Verschwinden nach 16stdg. Einwirkung. 
Einen ahnlichen Konzentrationsverlauf zeigt der Fleck mit dem mitt- 
leren Ry.ry:-Wert 2,4 mit einem Maximum bei 8 Stdn.; aber auch nach 
48 Stdn. ist er noch in erheblicher Starke sichtbar. Dieser Fleck ist ein 
Substanzkomplex mit nahe beieinander liegenden Wanderungswegen. 
Die Substanz Ry-ry; 3,8 ist bereits nach 4 Stdn. nicht mehr vorhanden, 
wihrend die Konzentration der Substanz mit dem Ry-ry,-Wert 4,7 bis 
zum Ende hin annihernd gleich bleibt. 


Isolierung eines Abbauproduktes mit dem Ry.-zyr-Wert 2,4 


Als erstes Abbauprodukt des Tyrosins konnten blaBgelbe Nadeln 
vom Schmp. 162°, Ry-.ry:-Wert 2,4, isoliert werden; sie bilden den 
Hauptanteil des komplexen Flecks. Schon vorher wurden zum Vergleich 
die in der Tab. 1 aufgefiihrten Modellsubstanzen dargestellt. 


Tab. 1. Dargestellte Modellsubstanzen. 








Verbindung Ry-tyr Schmp.° 
BNaGaOsty OER Se Sous “ta ig ees 1,0 223 Zers. 
3.5-Dinitro-tyrosin ..........--. 0,24 140—150 —H,O 

220—230 Zers. 

3-Nitro-4-hydroxy-benzoesiure. ...... 4,5 185 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzoesiure .... . 2,0 243 
3-Nitro-4-hydroxy-phenylessigsiure . ... . 4,6 149 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylessigsiure 3,4 176 
2.4-Dinitro-phenol ............ 4,7 114 
PANE G8 ee ee gk age 2,5 122 
D-NitrO-p-EYesOl 5s ww ee fliicht. 33 
3.5-Dinitro-p-kresol .. . . .... +--+: 4,8 82 
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Die beiden in der Tabelle erwihnten, noch nicht beschriebenen 
Nitro-4-hydroxy-phenylessigsiuren wurden dargestellt, weil 
haufig entsprechend substituierte Halogentyrosine, z. B. durch bak. 
teriellen Abbau, in analoge 4-Hydroxy-phenylessigsiuren ibergefiihrt 
werden. 4-Hydroxy-phenylessigsiure wurde stufenweise nitriert, diese 
selbst aus 4-Hydroxy-benzoesiure durch Arndt-Eistert-Synthese® 
gewonnen. 


Keine der in der Tabelle aufgefiihrten Verbindungen besaB die 
Daten der isolierten Substanz. Diese erwies sich als Saiure, deren Mole- 
kulargewicht nach Rast-Minster zu 
270 ermittelt wurde. Hieraus, sowie R 


aus der Gesamtanalyse ergab sich _—— 
die Bruttoformel C,H,N,O, (Mol.-.Gew. “°-< PCH, CH(OH)-C0,H 


272,2). No, 
Nach diesem Ergebnis lag die I: R= NO, 
Vermutung nahe, da es sich um das Il: R=H 


Desaminierungsprodukt des 3.5-Dini- 
tro-tyrosins, die 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchséure (I) handelt. 


Da I in der Literatur nicht beschrieben war, wurde zuniichst 3.5- 
Dinitro-tyrosin unter den Bedingungen der Aminostickstoff-Bestimmung 
nach van Slyke mit 30-proz. Natriumnitritlésung und Essigsiure des- 
aminiert. Aus dem Papierchromatogramm war jedoch ersichtlich, daf 
selbst beim Kochen fast keine Desaminierung stattgefunden hatte; erst 
als NaNO,-Lésung mit 1,5-n. Schwefelsiiure in der Hitze angewendet 
wurde, lieB sich ein starker Fleck mit dem Ry.ryr-Wert 2,4 nachweisen. 
Auf Grund der Intensitat war auf einen annihernd 80-proz. Umsatz zu 
schlieBen. 


Zur weiteren Charakterisierung der isolierten Substanz I wurde sie 
in ihren Methylester, ihr Diacetyl- und in ihr «-Monoacetyl-Derivat 
iibergefiihrt. Durch die sich aus den drei Derivaten ergebende Uber- 
einstimmung konnte die aus dem Reaktionsgemisch des Tyrosinabbaus 
isolierte Substanz mit dem Ry-zy;-Wert 2,4 mit Sicherheit als I ange- 
sprochen werden. 


Diese Siure I war ein Hauptprodukt des Tyrosinabbaus. So wur- 
den nach 10stdg. Reaktionszeit 50,194 und nach 48stdg. Reaktionszeit 
14,5% d. Th. isoliert. Beriicksichtigt man noch die Léslichkeit der Ver- 
bindung von etwa 0,5 g/100 ml, so ergeben sich nach 10 Stdn. 65—70% 
und nach 48 Stdn. 20—25%. Demnach sind in der Zeit zwischen 10 
und 48 Stdn. ungefihr ?/, weiter abgebaut worden. Nach 100 Stdn. 
Gesamtreaktionszeit war auch der Rest verschwunden. 


® F. Arndt u. B. Eistert, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 200 [1935]; 69, 1805 
[1936]. 
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Sterische Konfiguration der 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl- 
milchsaéure 


Da natiirliches L-(—)-Tyrosin den beschriebenen Abbaureaktionen 
unterworfen wurde, war zu erwarten, daB auch das Desaminierungs- 
produkt optisch aktiv sei. Tab. 2 zeigt die Drehungen von I und seinen 


Tab. 2. Optische Drehung der 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure und einiger 
Vergleichssubstanzen in 1-proz. Lésung. 








: Lésungs- 
Verbindung Temp. ° mitt 6 [«]p 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsiure . . 20 Methanol | —32,5° 
PONENT eine Oes fees ce Fars ol le ah ss 20 Methanol | —45,8° 
a-Monoacetyl-Derivat .......... 20 Methanol | —25,9° 
Diacetyi-Derivat canysseemsunsieee tine 20 Methanol | —33,2° 
80-proz. 
S-Nitto-tyrosin: . Beer. 6: «ge... “eae 25 { Ameisen- + 9,7° 
saure 
80-proz. 
316-Dinitro-tyrosin: 0s, 2%. 23 6 @ Ba 25 { Ameisen- + 12,1° 
saure 











Derivaten, ferner von 3-Nitro-tyrosin und 3.5-Dinitro-tyrosin. Fir beide 
Verbindungen finden sich keine Angaben in der Literatur, wahrschein- 
lich weil es fiir beide Nitrotyrosine fast kein Lésungsmittel gibt, in 
welchem sie sich in einer fiir die Messungen ausreichenden Menge 
lésen; einzig 80-proz. Ameisensiure erschien unter zahlreichen Lésungs- 
mitteln geeignet. Es fallt auf, daB die beiden Nitrotyrosine rechts- 
drehend sind, wahrend I (in Methanol) und Tyrosin selbst (in verd. 
Salzsiure) linksdrehend sind. 

Da es bei der Nitrierung des Tyrosins zu keiner Waldenschen Um- 
kehrung kommen kann, muB es sich um einen LésungsmitteleinfluB 
oder um eine Beeinflussung durch die Einfiihrung der Nitrogruppen 
handeln. Auf der anderen Seite ist die Gleichheit der Drehungsrichtung 
bei Tyrosin und I noch kein Beweis fiir eine Beibehaltung der Kon- 
figuration. 

Nach Ingold u. Mitarbb.!° stellt die Waldensche Umkehrung den weitaus 
haufigsten Fall dar (Sn2-Regel). Nach denselben Autoren verlaiuft jedoch die 
Desaminierungsreaktion iiber einen Snl-Mechanismus. Nach der Sn1-Regel bildet 
sich ein Kohlenstoff-Kation aus und es tritt im allgemeinen Racemisierung ein, 
wenn nicht durch Anwesenheit einer konfigurationsstabilisierenden Gruppe die 
Konfiguration iiberwiegend erhalten bleibt, wie dies bei der Desaminierung von 
L-(+)-Alanin zu L-(+)-Milchséure mit salpetriger Séure der Fall ist. 

Beil wirkt wohl die «-Carboxygruppe konfigurationsstabilisierend, 
bei deren Vorhandensein noch niemals eine Umkehrung beobachtet 


10 P. Brewster, F. Hiron, E. D. Hughes, C. K. Ingold u. P.A.D.S. Rao, 
Nature [London] 166, 178 [1950]; vgl. auch C. K. Ingold, ,,Structure and 
Mechanism“, Bell, London 1953, 8S. 380ff. 
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wurde*. In unserem Falle hat, wenn iiberhaupt, nur eine geririge 
Racemisierung stattgefunden, denn es konnten, wie erwahnt, 50% d. Th. 
optisch aktive Substanz aus dem Reaktionsgemisch isoliert werden, 
Bei einer Umsetzung mit DL-Tyrosin konnte unter den gleichen Re. 
dingungen keine racem. 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure isolicrt 
werden, da letztere bedeutend leichter léslich ist als die optisch aktive 
Form und daher an der entsprechenden Stelle der Aufarbeitung nicht 
ausfallt. 
Synthese der Siéuren I und II 


Die Mononitrierung der DL-p-Hydroxy-phenylmilchsaure gelany in 
86-proz. Ausbeute mit verd. Salpetersiure. DL-3-Nitro-4-hydroxy- 
phenylmilchsaure (II) ist intensiv gelb, gut kristallisiert (aus Wasser) 
und schmilzt bei 119°. 





Abb. 2. 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsiuren aus Wasser. 
Links: Racemat; rechts: L(-)-Form. 


Die Einfiihrung von zwei Nitrogruppen durch das iibliche Nitrier- 
gemisch verlief unbefriedigend. Dagegen lieferte ein Gemisch aus rauchen- 
der Salpeterséure und Wasser 1:1 unterhalb von 5° 58% 3.5-Dinitro- 
4-hydroxy-phenylmilchsaure (I). Die bei 169° schmelzende Saure 
kristallisierte im Gegensatz zu der optisch aktiven Form in charakte- 
ristischen, fast quadratischen Blattchen (vgl. Abb. 2). 


Substanz mit dem Ry.ry,-Wert 3,8 

Bei der Desaminierung von 3-Nitro-tyrosin nach van Slyke wurde 
stets Saure I erhalten. Papierchromatographisch konnte jedoch im 
Reaktionsgemisch eine Substanz mit dem Ry.7y;-Wert 3,8 in geringen 
Mengen nachgewiesen werden, welche mit groBer Wahrscheinlichkeit 
als die gewiinschte 3-Nitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure (II) an- 
zusprechen war. Da auch die synthetische Saure II den gleichen Ry-ry,- 
Wert besitzt, ist diese als weiteres, kurzzeitig auftretendes Zwischen- 
produkt unseres Tyrosinabbaus sichergestellt. 


. Lediglich beim Phenylglycin und Phenylalanin wurde von Ingold”und 
Mitarb. starke Racemisierung neben der Konfigurationserhaltung beobachtet. 
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Dinitro-4-hydroxy-benzoesaure, Pikrinsaéure und die Sub- 
stanz mit dem Ry.7yr-Wert 4,7 


Der Abbau mit 1,35—1,4-n. HNO, wurde auBer an Tyrosin selbst 
noch an solchen Substanzen vorgenommen, die Zwischenprodukte des 
Tyrosinabbaus sind oder sein kénnten. Charakteristische ein- und zwei- 
dimensionale Chromatogramme zeigen die Abb. 3—6. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Schematische Darstellung des Abbauverlaufs beim 3-Nitro-tyrosin 
(gleiche Verhaltnisse wie bei Abb. 1). 


Abb. 4. Schematische Darstellung des Abbauverlaufes beim 3.5-Dinitro-tyrosin 
(gleiche Verhaltnisse wie bei Abb. 1). 


Vergleicht man die chromatographisch in Abb. 3 und 4 wieder- 
gegebenen Abbauverliufe der gesondert umgesetzten Nitrotyrosine, so 
fallt auf, daB gegeniiber den Verhiltnissen beim reinen Tyrosin das 
Intensitétsmaximum des komplexen Flecks Ry.ryr 2,4 von 8 Stdn. 
nach 20 Stdn. beim 3-Nitro-tyrosin verschoben ist und beim 3.5-Dinitro- 
tyrosin um weitere 10 Stdn. nach rechts geriickt ist. Diese Tatsache 
besagt, daB die Desaminierung mit zunehmender Nitrierung im ein- 
zelnen und der iibrige Abbau im gesamten verlangsamt wird. Nach 
100 Stdn. ergibt sich ein Bild, welches auch fiir den Abbau des reinen 
Tyrosins charakteristisch ist: das Desaminierungsprodukt I ist nun 
vollig abgebaut; der Fleck ist zu drei weiteren Abbauprodukten auf- 
gespalten. Ferner fallt auf, daB sich die Lebensdauer des 3.5-Dinitro- 
tyrosins (Ry-ryr 0,24) zunehmend verlangert hat. 

Das Abbaubild des 3.5-Dinitro-tyrosins (Abb. 4) hat sich bedeutend 
vereinfacht: die Flecken Ry.ry, 1,0 fiir Mononitro-tyrosin und Ry.-ry, 
3,8 fiir II fehlen selbstverstaindlich. Als wichtiger neuer Sachverhalt ist 
das Fehlen der Verbindung mit dem Ry.ry,-Wert 4,7 festzuhalten. 
Zweidimensionale Papierchromatogramme der Reaktionslésung von 
3-Nitro-tyrosin oder Tyrosin nach 100 bzw. 48 Stdn. Reaktionsdauer 
sind in Abb. 5 und 6 wiedergegeben. 
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Abb. 5. Schema eines zweidimen- 
sionalen Chromatogramms der Ab. 
bauprodukte des 3-Nitro-tyro- 
sins nach 100 Stdn. Reaktions. 

zeit (vgl. Abb. 3). 

Abb. 6. Schema eines zweidimen- 
sionalen Chromatogramms der Ab- 
bauprodukte des Tyrosins nach 
48 Stdn. Reaktionszeit (vgl. Abb.1), 
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Aus dieser Gruppe sind besonders drei Substanzen von Wichtigkeit, 
die in sek. Butanol/2-n. Ammoniak 85:15 folgende Ry-Werte besitzen: 


2.4-Dinitro-phenol (1) ........... 0,61 
i ot (ar 0,66 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd (3) . . . . 0,57 


In horizontaler Richtung sind zusitzlich das Abbauprodukt 
Ry-ryr 4,7 (1), sowie zwei Substanzen aus dem 2,4-Komplex (2 und 3) 
gewandert; zuriickgeblieben sind bei der 48-Stdn.-Probe zwei Sub- 
stanzen (4 und 5), bei der 100-Stdn.-Probe nur noch eine (5). Man ersieht 
aus Abb. 6, daB der Fleck mit dem mittleren Ry.ry:-Wert 2,4 durch 
mehrere Verbindungen verursacht wird. Die auf der vertikalen Linie 
zuriickbleibenden Substanzen sind die Siure I (4) und die bereits von 
Takayama® beim energischen Tyrosinabbau gefundene 3.5-Dinitro- 
4-hydroxy-benzoesiure (5). Salkowsky" stellte fest, daB 3.5- 
Dinitro-4-hydroxy-benzoesiiure mit Salpetersiiure in der Warme relativ 
leicht Pikrinséure bildet; daB aber beim uns milder erscheinenden Ab- 
bau mit verdiinnter Salpetersiure ebenfalls Pikrinsaiure auftritt, be- 
weist der Fleck (2) in den zweidimensionalen Chromatogrammen. 

Die Substanz mit dem Ry-yy,-Wert 4,7, welche im zweidimen- 
sionalen Chromatogramm an der Stelle (1) erscheint, tritt beim Abbau 
des 3.5-Dinitro-tyrosins (Abb. 4) sowie aller iibrigen 3.5-Dinitro-Ver- 
binduangen nicht auf. Der fragliche Fleck erschien jedoch stets beim 
Abbau der Mononitrokérper oder der noch nicht nitrierten Grund- 
verbindungen. Bei der Darstellung des 3-Nitro-4-hydroxy-benzaldehyds 
(s. prap. Teil) werden beim Aufarbeiten der Nitrierungsmutterlaugen 
nicht, wie Paal!* beschreibt, weitere Mengen 3-Nitro-4-hydroxy-benz- 
aldehyd, sondern 2.4-Dinitro-phenol gewonnen. Dies zeigt deutlich, daB 
nicht erst beide Orthostellen zur phenolischen Hydroxygruppe mit 
Nitrogruppen besetzt sein miissen, bis die Seitenkette gelést und an 


1 H. Salkowsky, Liebigs Ann. Chem. 867, 348 [1909]. 
12 C. Paal, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 2407 [1895]. 
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deren Stelle eine weitere Nitrogruppe substituiert werden kann, wie dies 
bei der Entstehung der Pikrinsiure geschieht. Abb. 1 und 3 lassen er- 
kennen, wie sich der Fleck 4,7 innerhalb der ersten Stunden entwickelt 
und dann bis zum Ende mit annéhernd gleicher Intensitat auftritt. 
2.4-Dinitro-phenol zeigte genau die gleichen Ry-Werte in beiden 
Lésungsmittelgemischen, sowie bei einer gesonderten Behandlung mit 
1,4-n. HNO, bei 70° nur geringe Weiternitrierung zur Pikrinsaéure. Auf 
Grund dieser Ergebnisse ist das Abbauprodukt mit dem Ry ty,-Wert 4,7 








als 2.4-Dinitro-phenol anzusprechen. Wir nehmen an, da ein Ab- 
bau der aliphatischen Seitenkette bis zur entsprechenden Benzoesiure 
nicht vorausgeht, sondern wahrscheinlich ein Zweier- oder Dreierstiick 
abgespalten wird, da 3-Nitro-4-hydroxy-benzoesaure nicht beobachtet 
werden konnte. Demnach ist auch zur Bildung der Pikrinséure nicht 
unbedingt ein Abbau bis zur 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzoesiure er- 
forderlich, sondern ein Teil wird zweifellos durch Abspaltung eines 
gréBeren Stiickes und Nitrosubstitution entstehen. 

Die in den Chromatogrammen Abb. 5 und 6 auftretende Substanz 
(3) ist 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd. 


Auftreten von Blausdure, 
sowie weiterer gasformiger Reaktionsprodukte 


Es fiel auf, daB das Reaktionsgemisch stark gaste und intensiv 
nach Blausiéure roch. Es wurde zunichst die in 48 Stdn. gebildete Ge- 
samtmenge an Blausiure gravimetrisch als Silbercyanid gemessen. 
10 mMol Tyrosin (1,8119 g) in 92 ml 1,35-n. HNO,, 48 Stdn. bei 70°, er- 
gaben als Mittelwert von 3 Bestimmungen 0,0444g HCN, das sind 
0,165 Mol Blauséure/Mol. Tyrosin. In der gleichen Zeit wurde etwa 1 Mol 
CO, gefunden. Um den zeitlichen Verlauf der Blausiure-Abspaltung ver- 
folgen zu kénnen, wurden jeweils 5 mMol Tyrosin umgesetzt. Aus der 
Kurve 1 (Abb. 7) geht hervor, daB die Blauséureabspaltung bei Tyrosin 
sofort einsetzt*. 

AuBer CO, und HCN war wegen der Desaminierungsreaktion zu- 
mindest noch mit Stickstoff zu rechnen. Dieser Stickstoff wurde zu- 
sammen mit anderen mdglichen Gasen, wie NO und N,0O als Restgas 
volumetrisch in einem mit Kalilauge beschickten Azotometer bestimmt. 
In Abb. 8 sind die auf Normalbedingungen (0°, 760 Torr) reduzierten 
Restgasvolumina wiedergegeben. 





* Vergleicht man den beim Durchleiten von Stickstoff nach 48 Stdn. er- 
haltenen Blausiurewert mit dem aus der Kurve nach gleicher Reaktionszeit ab- 
lesbaren Wert, so stellt man fest, daB letzterer um etwa 10% niedriger liegt, was 
unter Umstanden als ein Gleichsgewichtseffekt gedeutet werden kann, hervor- 
gerufen durch einen im abgeschlossenen Gefai8 bedingten riicklaufigen EinfluB der 
Blauséure. Obwohl HEN in saurem Medium auBerordentlich oxydationsbestandig 
ist (KMnO, oxydiert alkalisch, jedoch nicht sauer), muB auch an einen Verlust 
durch Oxydation gedacht werden. 
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Abb. 7. . Abb. 8. 


Abb. 7. Zeitlicher Verlauf der Blausiureabspaltung durch 1,35-n. HNO,: (1) Ty- 
rosin, (2) 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure; Kurve (la) s. Diskussion S. 177. 


Abb. 8. Restgas-Kurve des Tyrosinabbaus mit 1,35-n. HNO, bei 70° 


Diskussion 


a) Blausiureabspaltung 


Bei der Behandlung der verschiedensten organischen Stoffe mit 
Salpetersiure werden kleine Mengen Blausiure gebildet. Dagegen ent- 
stehen beim Abbau des Tyrosins mit 1,35-n. HNO, bei 70° 0,165 Mol 
HCN/Mol Tyrosin und beim Abbau des 3-Nitro-tyrosins sogar 0,281 
Mol HCN/Mol Nitrotyrosin. 

Bei der Betrachtung der Kurve zur Blausiurebildung beim Tyrosin- 
abbau (Abb. 7) fallt die steil ansteigende Anfangsreaktion auf, die sich 
mit zunehmender Nitrierung verlangsamt. Nach ungefaéhr 10 Stdn., 
wenn fast ausschlieBlich das Hauptabbauprodukt, die 3.5-Dinitro-4-hy- 
droxy-phenylmilchsaure (I), vorliegt, verliuft die Kurve sehr ahnlich 
wie diejenige der gesondert abgebauten Siure I (Kurve 2), und nach 
48 Stdn. ist die Reaktion noch nicht abgeschlossen. Daraus ist zu 
schlieBen, daB der Blausaureabspaltung beim Tyrosinabbau zwei, 
mit verschiedener Geschwindigkeit ablaufende Reaktionen zu Grunde 
liegen: 

1. Zu Beginn ein sehr schnell verlaufender Abbau, der binnen 1—2 Stdn. 
zu einer Bildung von 1 Mol Blausiure fiihren wiirde, wenn er nicht 
durch gleichzeitigen anderweitigen Angriff am Molekiil, z.B. die zu- 
nehmende Mononitrierung, eine Verlangsamung erfahren wiirde, 
um endlich bei erfolgter Dinitrierung vollig zum Stillstand zu 

kommen. 











(1958) 





Bd. 312 (1958) Abbau von Tyrosin durch Salpetersiure 177 


2. Nach etwa 10 Stdn. liegt im Reaktionsgemisch im wesentlichen das 
Hauptabbauprodukt I vor. Nun setzt der zweite Abspaltungsmecha- 
nismus ein, der von diesem Reaktionsprodukt ausgeht und einen lang- 
samen Verlauf iiber etwa 60 Stdn. nimmt. 


Zur Erklarung der ersten Reaktion wird eine Kernnitrosierung und 
anschlieBende Umlagerung zu einem o-Chinonoxim angenommen. Das 
Chinonoxim zerfallt bei weiterer Oxydation in Kohlendioxyd, Oxal- 
siure und Blausaiure!*. 


Auch bei unserem Tyrosinabbau wurde viel Oxalsiure isoliert, die 
bei Beriicksichtigung der Léslichkeit nicht allein aus der Seitenkette 
stammen kann. Dies ist als indirekter Beweis anzusehen, daB ein Teil 
der beim Tyrosinabbau auftretenden Blausiure ein Kern-C-Atom ent- 
halt und auf dem Wege iiber ein (schon von Routala und Sevon 
postuliertes) o-Chinonoxim entstanden ist. Nach Seyewetz und Poi- 
zat'4 wird aus einer groBen Anzahl aromatischer Nitro- und Nitroso- 
Derivate, deren o- oder p-Stellen frei oder durch OH besetzt sind, durch 
Kochen mit waBriger Ammoniumpersulfatlésung Blausiure abgespalten. 
Die beiden Autoren beobachteten auch, daf Phenole um so geringere 
Ausbeuten lieferten, je mehr Nitrogruppen sie enthielten. 


Die gestrichelte Kurve in Abb. 7 zeigt den theoretischen Verlauf 
der Blausiureabspaltung nach diesem Mechanismus unter der Voraus- 
setzung, daB etwa 10—12% des gesamten zum Abbau kommenden 
Tyrosins ungehindert in dieser Weise Blausiure bilden kénnte. Es ist 
dies, wie man sieht, etwa die GrdBenordnung der aus dem Kern stam- 
menden Blausiure. Vermutlich ist der Anteil der Blausiurebildung nach 
dem ersten Mechanismus beim Mononitrotyrosin noch gréBer, da ja die 
Dinitrierung langsamer verlauft als beim reinen Tyrosin. Hiermit 1aBt 
sich die um 0,11 Mol HCN/Mol hoher liegende Gesamtblausiiuremenge 
befriedigend erkliren. 


Dem zweiten Mechanismus der Blausiureabspaltung, der langsamer 
verlauft, geht wahrscheinlich eine Oximbildung an der Methylengruppe 
der Tyrosin-Seitenkette voraus. DaB bei der Blausaurebildung aus 
einigen organischen Substanzen ,,Oximidoverbindungen“” >C=NOH 
als intermedidre Reaktionsprodukte aufgelockerter Methylengruppen mit 
HNO, auftreten, vermutete bereits A. Hantzsch. Dabei ist es jedoch 
offenbar wichtig, daB bestimmte Gruppen in unmittelbarer Nihe 
(Carboxy- oder Estergruppen oder ein aromatischer Kern) die Blau- 
siureabspaltung erleichtern. 


13 QO. Routala u. J.Sevon, Cellulosechemie 7, 116 [1926]; A. Seyewetz 
u. L. Poizat, Bull. Soc. chim. France, Mém. 5, 489 [1909]; C. R. hebd. Séances 


Acad. Sci. 148, 286 {1909]; C. 1909, I, 997. 
M4 A.Seyewetz u. L.Poizat, C.R. hebd. Séances Acad. Sci. 148, 1110 [1909]. 


15 A, Hantzsch, Liebigs Ann. Chem. 222, 65 [1884]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 312 
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Bei Tyrosin kann man sich die Reaktion folgendermaBen vorstellen: 


CO.H 
CO,H CO,H CO,H | 
= L i CO.H 
ot ane: — : anal 
OH, CH, C=NOH HC—NOH 
| | | | 
Yn Wi N WA a 
+ an NC % \_ NO oY 
OH a oe i hl 7 oT 
I 


Desaminierung und Nitrierung fiihren zu Siure I. Diese wird von 
der Salpetersiure weiteroxydiert und von sekundar entstandener sal- 
petriger Saéure nitrosiert zu einer unbestandigen Dinitro-p-hydroxy- 
phenyl-f-isonitroso-brenztraubensdure, die Kohlendioxyd oder Oxal- 
siure abspaltet. Dadurch entsteht die syn- bzw. die anti-Form des 3.5- 
Dinitro-4-hydroxy-benzaldoxims. Hantzsch'® hat gezeigt, da sich 
syn- und anti-Form der Oxime gegeniiber der gleichen Einwirkung 
unterschiedlich verhalten. So geht z.B. das $-Benzaldoxim leicht in das 
Nitril tiber, wahrend die «-Form unter den gleichen Bedingungen den 
Aldehyd bildet.-W ohl und Wollenberg” untersuchten an anti-Oximen 
von Zuckern den Ubergang zu Nitrilen und beobachteten dabei eine 
starke Blausiureentwicklung. 

Im vorliegenden Fall liefert die eine Form des Aldoxims wahr- 
scheinlich das Nitril und unter gleichzeitiger Nitrierung des Kernes zu 
Pikrinsdéure die beobachtete Blausiure, die andere Form geht in den 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd iiber, der aus dem Reaktionsgemisch 
isoliert werden konnte. 

3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd wurde als Modellsubstanz dar- 
gestellt und zeigte sich bei einem gesonderten Abbau mit 1,35-n. Salpeter- 
siure nach 48 Stdn. bei 70° so stabil (38°, konnten wiedergewonnen 
werden), daB gegebenenfalls beim Tyrosinabbau mit seinem Nachweis 
gerechnet werden konnte. Den ersten Hinweis fiir sein Vorhandensein 
gaben Chromatogramme in sek. Butanol/Ammoniak, wo er einen Ry- 
Wert von 0,57 hat. Im zweidimensionalen Chromatogramm wurde die 
zum Vergleich herangezogene Modellsubstanz genau an derselben Stelle 
gefunden, die in Abb. 5 und 6 von dem Fleck 3 eingenommen wird. 
Auch in einem Vergleichschromatogramm, bei welchem ein drittes 
Lésungsmittelgemisch, n-Propanol/konz. Ammoniak/Wasser 6:3:1, ver- 
wendet wurde, zeigte die Reaktionslésung einen Fleck mit dem Ry- 
Wert 0,87 wie der reine 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd. Die end- 
giiltige Sicherstellung des Auftretens dieser Verbindung als Abbau- 


16 A, Hantzsch, Ber. dtsch. chem. Ges. 24, 13 [1891]. 
17 A. Wohl u. O. Wollenberg, Liebigs Ann. Chem. 500, 281 [1933]. 
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produkt beim Tyrosinabbau mit 1,3-n. HNO, bei 70° konnte durch die 

im Versuchsteil beschriebene Isolierung und Identifizierung als Dinitro- 

phenylhydrazon erreicht werden. 

An dieser Stelle sind noch einige Beobachtungen erwahnenswert, die bei 
analogen Abbauversuchen an anderen Substanzen gemacht werden konnten: 

1. p-Hydroxy-phenylmilchsaure lieferte nach 48 Stdn. (1,35-n. HNO;, 70°) 
0,195 Mol HCN/Mol p-Hydroxy-phenylmilchsaure. 

. p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaure wurde mit 1,35-n. HNO, beim 
Uberschreiten von 60° sofort zerstért. Mit 1-n. HNO, trat zwar Lésung ein, es 
wurde aber nach 24 Stdn. der gréBte Teil der Verbindung unverandert wieder- 
gewonnen. Blausaure trat nicht auf. 

3. p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaureoxim ergab in 1-n. HNO, bei 70° 
nach 24stdg. Reaktion ebenfalls keine Blausaure. 

. O-[2.4-Dinitropbenyl]-tyrosin konnte nur bei 100° in 1,35-n. HNO, gelést 
werden und schied sich nach 24 Stdn. beim Erkalten fast restlos wieder aus. 
Auch hier trat keine Blausaure auf. 

Bei 2 und 3 trat reichlich Blausdiure auf, wenn man der Reaktionslésung ein 
wenig NaNO, zusetzte. Demnach scheinen die Wasserstoffatome am a«-C-Atom 
und der phenolischen OH-Gruppe fiir die Bildung der zur Initialreaktion erforder- 
lichen salpetrigen Séure verantwortlich zu sein. Wenn, wie bei 4., ein stabiler 
Phenolather vorliegt, fehlt der Hydroxylwasserstoff, und auBerdem ist keine Még- 
lichkeit zur Umlagerung in ein Chinonoxim gegeben, womit das indifferente Ver- 
halten dieser Verbindung zu erklaren ist. 

Der Vollstandigkeit wegen sei noch erwahnt, daB Plimmer? unter anderem 
Tyrosin mit einem Gemisch aus gleichen Teilen konz. HNO, und H,SO, behandelte 
und etwa 0,8 Gew.-% HCN, d. i. 0,053 Mol HCN/Mol Tyrosin fand. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde noch Cystin mit 1,35-n. HNO, 
bei 70° abgebaut und dabei 0,125 Mol Blausaéure/Mol Cystin gefunden. 


b) Die Restgase 

Beim Abbau von Tyrosin mit 1,35-n. Salpetersiure bei 70° entwik- 
kelten sich auBer HCN und CO, noch weitere Gase, die gemeinsam 
volumetrisch bestimmt wurden. Sie setzten sich in der Hauptsache aus 
N,, NO und vermutlich etwas N,O zusammen. 

Nach 10—12 Stdn. Reaktionszeit entstand fast nur noch NO. 
Nach 48 Stdn. war ein reduziertes Gesamtgasvolumen von 570 ml aus 
10 mMol Tyrosin in Freiheit gesetzt worden, was mehr als das doppelte 
Volumen an zu erwartendem Stickstoff ist. Selbst wenn man das Auf- 
treten von NO und N,0O einbezieht, scheint mehr Stickstoff entstanden 
zu sein, als theoretisch aus der Desaminierungsreaktion zu erwarten war. 
Ein ahnlicher Sachverhalt wurde auch von anderen Autoren beob- 
achtet!®, Austin erhielt eine Gesamtgaskurve, die der bei unserem 
Tyrosinabbau ermittelten sehr ahnlich war, und konnte N,O, nitrose 
Gase, CO,, HCN, Nitromethan und Methylnitrolsiure nachweisen. Auf 
den von Austin angenommenen Mechanismus dieser Desaminierungs- 
reaktion kann hier nur verwiesen werden. 


18 R. H. A. Plimmer, J. Physiology 81, 65 [1904]. 

19 ©, L. A. Schinidt, J. biol. Chemistry 82, 587 [1929]; M. A. Abdel-Akher 
u. W. M. Sandstrom, Arch. Biochemistry 30, 407 [1951]; A. T. Austin, J. chem. 
Soe. [London] 1950, 149. 
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Die Entstehung von HNO, und NO H H 
kann folgendermafen erklirt werden: Die ¢_ / Sadi H 
Salpetersdéure greift am Tyrosin oxydativ | ’ 
an unter Ausbildung einer Chinonmethid- 
verbindung und wird dabei zu HNO, redu- 
ziert, welche die Nitrierung des Benzolkerns einleitet. 

Wie aus den Uberlegungen zur langsamen Blausiureabspaltung her. 
vorgeht, tritt aber auch nach Beendigung des Nitrierungsvorganges 
noch salpetrige Saéiure auf; aus der Kurve Abb. 8 geht ferner hervor, daf 
iiber diese Zeit hinaus mit ziemlicher Konstanz NO entwickelt wird. 
Beide Erscheinungen sind auf die starke Reduktionswirkung des Haupt- 
abbauprodukts I zuriickzufiihren. Diese Eigenschaft zeigte sich bei dem 
Versuch, die Verbindung mit KMnO, zur entsprechenden Dinitro-p. 
hydroxy-phenylbrenztraubensiure zu oxydieren. Dabei wurde mehr 
KMn0O, verbraucht, als der Oxydation der Seitenkette entspricht, und 
es wurde eine Abnahme der Substanz in ihrer Gesamtheit gefunden, 
was zeigt, daB das Oxydationsmittel gleichzeitig an mehreren Stellen 
des Molekiils angreift und zu kleineren Bruchstiicken fiihrt. 


NH, 


c) Schema des gesamten Abbauverlaufs 


Im folgenden werden die komplexen Vorgiinge des Tyrosinabbaus 
mit verd. Salpetersiure bei 70° schematisch wiedergegeben: 


HNO, L-(—)-Tyrosin HNO, _ 4 
tiber Chinonmethid- bzw. carboniumioni- schnell ablaufende HCN-Abspaltung 
schen Mechanismus kann das zur Aus- iiber ein o-Chinonoxim 


lésung der Autokatalyse erforderliche | 
HNO, gebildet werden | 


4 
23 | r > HCN + CO, + Oxalsaure 


3.5-Dinitro-tyrosin < 3-Nitro-tyrosin -- 3-Nitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure; N, 
BS | : | | 


L-(—)-3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure 2.4-Dinitro-phenol 
(Hauptprodukt, etwa 65%); ferner N, 


cence Pe > SATRAUTS 
t 
> 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzoesiure«— 
mehrere Oxim-Zwischen-_ A 
stufen an der Seitenkette ee : : 
| > 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd — NH, 
langsam verlaufende 
HCN-Abspaltung 





> Oxalsiure + CO, | 
\ | 
NO, HNO, HCN, N,0, NO, CO, LH, 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzonitril —_! 
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Beschreibung der Versuche 


3-Nitro-tyrosin: Es wurde im wesentlichen nach der bei Stadeler be- 
schriebene Methode verfahren?*, Aus 10 g Tyrosin wurden 6,5 g 3-Nitro-tyro- 
sin erhalten (52% d. Th.); [x]: + 9,7 (1% in 80-proz. Ameisensaure) ; Schmp. 223° 
(Zers.). 

3.5-Dinitro-tyrosin wurde nach Johnson und Kohmann‘® hergestellt. 
Aus finf Ansitzen von je 2g Tyrosin wurden im ganzen 5g 3.5-Dinitro- 
tyrosin in goldgelben Blattchen erhalten (31% d. Th.). Schmp. 220—230° (Zers.) ; 


zuvor entweicht unter Rotfarbung 1 Mol Kristallwasser bei 140—150°; [a]? +12,1° 
(1% in 80-proz. Ameisensiure). 


Isolierung der t-(—)-3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure (I) 
aus dem Reaktionsgemisch Tyrosin-1,35-n. HNO,: 

a) Nach 48stdg. Reaktion: 3g Tyrosin wurden mit einer Mischung aus 
15ml HNO, (d 1,40, p.a.) und 135 ml Wasser 48 Stdn. lang bei 70° behandelt. 
Danach wurde die hellgelbe Lésung im Vak. bei 30° auf die Halfte eingedampft. 
Die mit Impfkristallen aus 2 ml dieser Lésung geimpfte Lésung lieferte nach 
einigen Tagen rohe Saure I in verdastelten Kristallaggregaten. Nach 10 Tagen 
wurde abgesaugt. 650 mg Rohprodukt (14,5% d.Th.). Schmp. 162°; [x]7: —32,5° 
(1% in Methanol). : 

b) Nach 10stdg. Reaktion: 10g Tyrosin wurden mit einer Mischung aus 
50 ml HNO, (d 1,40 p.a.) und 450 ml Wasser 10 Stdn. lang bei 70° umgesetzt 
und unmittelbar nach dem Erkalten in den Eisschrank gestellt. 7,52 g Rohprodukt 
(50,1% d.'Th.). Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert. 

C,H,N,O, (272,2) Ber. C 39,71 H2,98 N 10,29 O 47,03 
Gef. C 39,65 H3,04 N 10,46 O 46,90 

Debye-Scherrer-Réntgenogramm (Netzebenenabstande in A, Intensitat der 
Reflexe geschatzt): 7,88 (2); 7,12 (0,5); 6.54 (0,5); 5,20 (1); 4,43 (8); 4,10 (7); 
3,90 (9); 3,79 (5); 3,52 (10); 3,25 (4); 3,11 (5); 2,95 (2); 2,78 (7); 2,69 (6); 2,56 (5); 
2,39 (5); 2,31 (0,5); 2,26 (1); 2,18 (0,5); 2,13 (5); 2,07 (0,5); 2,02 (0,5); 1,93 (2); 
1,81 (1); 1,75 (1); 1,69 (1). 

Methylester von I: Eine ather. Diazomethanlésung aus 10 g reinem Nitro- 
somethylharnstoff, 30 ml 50-proz. Natronlauge und 100 mi Ather wurde zu 2/; in 
eine mit Eis-Kochsalz gekiihlte, mit 40 ml Ather beschickte Vorlage hineindestil- 
liert. In diese Diazomethanlésung wurden portionenweise 3g feingepulverte Saure I 
unter Riihren und Eiskiihlung eingetragen. Nach 18 Stdn. wurde das iiberschiiss. 
Diazomethan durch tropfenweise Zugabe von Essigsaiure zerstért. Nach Filtration 
wurde im Vak. bei 40° Badtemperatur eingedampft. Der diinnfliissige Sirup wurde 
mit wenig Wasser angerieben, worauf sofort Kristallisation eintrat. Die Kristalle 
wurden durch Lésen in 50 ml Methanol und Zufiigen von 10 ml Wasser gereinigt: 


Ausb. 3,1 g (93% d. Th.). Schmp. 86°, [«]j”: —45,8° (1% in Methanol). 
C,,H,2N.O, (300,2) Ber. C 44,01 H4,03 N 9,34 Methoxyl 20,68 
Gef. C 43,82 H4,12 N9,49 Methoxyl 20,68 
L-(—)-a-Acetoxy-f-[3.5-dinitro-4-acetoxy-phenyl]-propionsaure: 
Die Lésung von 2,7 g 3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure in 
10 ml 10-proz. Natronlauge wurde unter starkem Schiitteln bei 10—15° portionen- 
weise mit 10 ml frisch destilliertem Acetanhydrid versetzt. Alsdann wurden 
nochmals 10 ml Natronlauge zugegeben (Kiihlung) und mit weiteren 10 m/l Acetan- 
hydrid in gleicher Weise acetyliert. Farblose Kristalle aus Benzol oder Athanol/ 
Wasser vom Schmp. 141°. Ausb. 1,9 g (53,4% d. Th.); [a]e: —33.2° (1% in Me- 
thanol). 
C,3H,2N,019 (356,2) Ber. C 43,83 H 3,40 N 7,87 
Gef. C 44,13 H3,51 N 7,95 


20, Stadeler, Liebigs Ann. Chem. 116, 77 [1860]. 
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L-(—)-«-Acetoxy-f-[3.5-dinitro-4-hydroxy-phenyl]-propionsaure: 
2g 1 wurden in 20 ml frisch destilliertem Acetanhydrid 45 Min. auf dem 
Wasserbad unter RiickfluB gekocht. Das iiberschiissige Acetanhydrid wurde ab. 
destilliert und der sirupése Riickstand in Methanol aufgenommen. Durch Zufiigen 
von Wasser entstand eine Triibung, die in der Kalte allmahlich kristallisierte, 


Schone, intensiv gelbe einheitliche Nadeln aus Benzol vom Schmp. 140°; [«];°: 
—25,9° (1% in Methanol). : 
C,,H,)N.O0, (314,2) Ber. C 42,04 H3,21 N 8,92 
Gef. C 42,23 H3,39 N 8,81 
p-Hydroxy-phenylessigsiure wurde aus p-Hydroxy-benzoesaure 
iiber das Saurechlorid®! durch Arndt-Eistert-Synthese® dargestellt: 
p-Acetoxybenzoyl-diazomethan: 20g Saurechlorid in atherischer Lé- 
sung wurden bei 0° mit einer atherischen Lésung von Diazomethan (hergestellt 
aus 50 g Nitrosomethylharnstoff nach Arndt?*) umgesetzt und 18,3 g (89% d. Th.) 
Diazoketon erhalten. Gelbe Nadeln, Schmp. 114°. 
C,»H,N,O, (204,19) Ber. C 58,82 H3,95 N 13,72 
Gef. C 58,63 H3,88 N 13,85 
Die katalytische Umlagerung zum p-Acetoxy-phenylessigester erfolgte mit 
Silberoxyd in alkohol. Lésung. Die freie p-H ydroxy-phenylessigsaure wurde 
schlieBlich durch Verseifung von 10g Ester in 83-proz. Ausbeute (Rohprodukt) 
erhalten. Schmp. 148° nach Umkristallisieren aus Wasser und Alkohol. 
3-Nitro-4-hydroxy-phenylessigsaure: 3,6g p-Hydroxy-phenyl- 
essigséure wurden unter Eiskiihlung mit einem Gemisch von 15 ml Wasser und 
6,6 ml Salpetersaure (d 1,4, p.a.) nitriert. Die Reaktionsmischung erstarrte alsbald 
zu einem rotlichen Kristallbrei. Strohgelbe Nadeln (aus heiBem Wasser) vom 
Schmp. 149—150°. Ausb. 3,4 g (76% d. Th.). 
C,H,NO, (197,1) Ber. ©48,74 H3,58 N7,11 
Gef. C48,93 H3,66 N 7,23 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylessigsiure:3,6g p-Hydroxy-phenyl- 
essigsiure wurden in 24 ml Nitriergemisch (2 Vol. HNO,, d 1,40, + 6 Vol. 
konz. H,SO,) unter Kiihlung mit Eis-Kochsalz gelést. Die Lésung wurde auf Eis 
gegossen, wobei sofort eine gelbe Fallung auftrat. Die Dinitroverbindung léste sich 
in Wasser bedeutend schwerer als die Mononitroverbindung. Umkristallisation 
aus Wasser. Schmp. 176°. Ausb. 3,8 g (66% d. Th.). 
C,H,N,O, (242,1) Ber. C39,68 H2,50 N 11,58 
Gef. C39,64 H2,62 N 11,69 
3-Nitro-4-hydroxy-benzoesaure: 3g p-Hydroxy-benzoesaure wur- 
den mit 17 ml Wasser verriihrt und 6 m/ konz. Salpetersiure hinzugefiigt. Es 
wurde auf dem Wasserbad leicht erwirmt, bis eine geringe Gasentwicklung ein- 
setzte. Nach 24 Stdn. wurde abfiltriert. Umkristallisiert aus Wasser unter Zusatz 
von Aktivkohle. Schmp. 185° (Lit.?*: 185°, 186—187°). Ausb. 2,6 g (65% d.Th.). 
3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzoesaure: Zu 22 ml des erwahnten Nitrier- 
gemisches wurden unter Eiskiihlung und Riihren langsam zu 3g p-Hydroxy- 
benzoesadure zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend auf Kis 
gegossen. Umkristallisation lieferte schéne gelbe Blittchen vom Schmp. 243° 
(Lit.24: 242°), Ausb. 4,2 g (85% d. Th.). 
pL-p-Hydroxy-phenylmilchsaure: a) Reduktion mit Natriumamalgam 
nach Habild® ergab aus 5 g p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaure (,,Test- 
acid‘‘ der Chemiewerke Homburg) eine Ausb. von 2,1 g (42% d. Th.). Die wasser- 
freie Verbindung hatte den vorgeschriebenen Schmp. 143°. 


21K. Fischer u. A. R. Kadisadé, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 72 [1919]. 
22 F. Arndt, Org. Syntheses, Coll. Vol. II, 165 [1953]. 

23 Beilsteins Hdbch. d. organ. Chemie, 4. Auf]., Bd. 10, 181. 

24 1.¢.23, §. 183. 

25 G. Habild, diese Z. 285, 127 [1950]. 
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b) Zur katalyt. Hydrierung wurden 9g p- Hydroxy-phenylbrenztrau- 
bensdure (0,05 Mol) und 6g NaOH (0,15 Mol) in 100 ml Wasser gelést. Die 
Lésung wurde mit Raney-Nickel versetzt und bei Zimmertemperatur hydriert. 
Nach 2 Stdn. waren bereits 1400 ml H, aufgenommen worden, was etwas mehr als 
die berechnete Menge ist. Nach dem Ansaéuern mit Schwefelsiure wurde etwa 
12 Stdn. mit Ather perforiert. Der Ather wurde verdampft und der Riickstand 
aus wenig Wasser umkristallisiert. Ausb. 8,4 g (94% d. Th.). 

pL-3-Nitro-4-hydroxy-phenylmilchsaure: 1 g pL-p-Hydroxy-phe- 
nylmilchséure, in 6 ml Wasser gelést, wurden langsam tropfenweise unter 
Schiitteln mit 2,5 ml HNO, (d 1,40 p.a.) versetzt. Es entstand in der intensiv 
roten Lésung ein gelber krist. Niederschlag, der nach dreimaligem Umkristalli- 
sieren bei 119° schmolz. Ausb. 0,9 (71% d. Th.). 

CyH,NO, (227,2) Ber. C47,58 H4,00 N6,17 

Gef. C47,56 H4,10 N 6,38 
pL-3.5-Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsiure: 2g pL-p-Hydroxy- 
phenylmilchsaiure wurden langsam in ein auf 0° abgekiihltes Gemisch, be- 
stehend aus 10 ml konz. Salpetersiure und 10 ml Wasser, eingeriihrt. Die tief- 
rote Flissigkeit wurde iiber Nacht auf Eis gestellt, wobei sie in helles Gelb iiber- 
ging. Hierauf wurde auf 200 ml verdiinnt und mit Ammoniak neutralisiert. Das 
Bleisalz fiel nach Zugabe einer gesatt. Bleiacetatlésung kristallin aus und wurde 
nach einigem Stehenlassen abfiltriert. Durch Kochen mit 200 ml 5-n. H.SO, wurde 
das Bleisalz zerlegt und noch méBig warm vom Bleisulfat abfiltriert. Das Filtrat 
wurde auf 1 / verdiinnt und die Hauptmenge der Sulfat-[onen mit festem Barium- 
carbonat ausgefallt (pH 3). Nach der Filtration wurde mit Ammoniak schwach 
basisch gemacht und im Vak. zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde 
in der Warme in wenig Wasser gelést und in diese Lésung unter guter Kiihlung 
Chlorwasserstoff eingeleitet. Die dadurch ausgefallte Verbindung wurde aus Wasser 
mehrmals umkristallisiert. Gelbe Kristalle vom Schmp. 169°. Ausb. 1,3 g (41% 

d. Th.). 

C,H,N.O, (272,2) Ber. C39,70 H2,97 N 10,30 

Gef. C39,86 H3,14 N 10,26 

Debye-Scherrer-Réntgenogramm (Netzebenenabstande in A, Intensitaten der 
Reflexe geschatzt): 6,54 (1); 4,83 (5); 4,32 (5); 3,97 (6); 3,71 (5); 3,38 (5); 3,20 
(0,5); 3,03 (10); 2,77 (3); 2,56 (2); 2,42 (1); 2,30 (0,5); 2,13 (1); 1,97 (1); 1,83 (1); 
1,72 (0,5). 

3-Nitro-4-hydroxy-benzaldehyd wurde mit geringen Abanderungen 
nach Paal!? hergestellt. 20 g p-Hydroxy-benzaldehyd lieferten 15,9 g (Ausb. 
58% d. Th.), Schmp. 144°. Beim Verdiinnen der Eisessigmutterlauge fielen iibrigens 
nicht, wie Paal behauptete, weitere Mengen des Aldehyds aus, sondern noch etwa 
2g fast reines 2.4-Dinitro-phenol. 

3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd: Darstellung nach Hodgson u. 
Greensmith-Beard®® aus 10g 3-Nitro-4-hydroxy-benzaldehyd. Ausb. 
9,1 g (72% d. Th.), Nadeln vom Schm. 104°. 

Dinitrophenylhydrazon: Darstellung aus 1g 3.5-Dinitro-4-hydroxy- 
benzaldehyd. Als besonders geeignetes Mittel zum Umkristallisieren erwies sich 
frisch dest. Dimethylformamid, aus welchem bei langsamer Zugabe von Wasser 
das Hydrazon in feinen Nadelchen erhalten wurde. Ausb. 1,6 g (87% d. Th.), 
Schmp. 28596 (Zers.). 

C,3;H,N,O, (392,2) Ber. N 21,44; Gef. N 21,27. 

Isolierung von 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd als p-Nitro- 
phenylhydrazon aus einem Reaktionsgemisch des Tyrosinabbaus: 15 g L-(—)- 
Tyrosin wurden in einer Mischung aus 675 ml Wasser und 75 ml Salpetersdure 
(21,40, p.a.) gelést und in einer Glasstopfenflasche 72 Stdn. lang im Trocken- 





26 H. H. Hodgson u. H. Greensmith-Beard, J. chem. Soc. [London] 
1927, 2379. 
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schrank auf 70° gehalten. Drei solcher Ansitze wurden vereinigt und mit konz, 
Ammoniak auf py 5—6 gebracht und im Vak. auf 400 mi eingeengt. Nach dem 
Erkalten wurden 13,2g saures Ammoniumoxalat abfiltriert und das Filtrat 
10 Stdn. mit Benzol perforiert. Der erhaltene Benzolextrakt wurde im Vak. bis 
fast zur Trockene eingedampft und der Riickstand mit etwa 5 ml Eisessig auf- 
genommen. Beim Hinzufiigen einer Lésung von 100 mg p-Nitrophenylhydrazin 
in 3 ml Eisessig fiel unmittelbar ein Niederschlag aus, der nach dem Abfiltrieren 
unter Erwarmen in 4 ml frisch im Vak. destilliertem Dimethylformamid gelést 
wurde. Zu dieser Lésung lie} man 4% ml Wasser zutropfen und mischte gut durch, 
wobei alsbald das rotbraune 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd-hydrazon ausfiel. 
Das Produkt wurde abfiltriert und nochmals in der gleichen Weise, jedoch mit der 
halben Menge Lésungs- und Fallungsmittel umgefallt. Das Hydrazon wurde mit 
reichlich Wasser gewaschen und hatte nach dem Trocknen iiber P,O, den richtigen 
Schmp. von 285°; Ausb. 16 mg. Der Misch-Schmelzpunkt zeigte keine Depression. 
Die Identitat wurde ferner durch das Debye-Scherrer-Diagramm sichergestellt, 
welches die gleichen Linien wie bei der Modellsubstanz, nur etwas verwaschener, 
hatte, was sich durch die Kleinheit der in diesem Falle erhaltenen Kristalle erklart. 
— Bemerkenswert ist, da8 nach dem weiteren Verdiinnen der ersten Dimethyl- 
formamid-Mutterlauge mit Wasser ein braunes Produkt ausfiel, welches bei 273° 
schmolz (Zers.) und das Hydrazon einer weiteren Carbonylverbindung zu sein 
scheint; eine Untersuchung steht jedoch noch aus. 

Isolierung des 3-Nitro-4-hydroxy-benzonitrils aus einem Reaktions- 
gemisch des Abbaus von p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaure mittels 
l-n. HNO,: 0,9 g p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaure (5 mMol) wurden 
24 Stdn. bei genau 70° mit 50 ml 1-n. HNO, in einer Schliffstopfenflasche um- 
gesetzt. Nach etwa 1 Stde. hatte sich die Verbindung gelést. Hierauf wurde eine 
kleine Spatelspitze Natriumnitrit zugesetzt, worauf sofort die Entwicklung nitroser 
Gase einsetzt, die mehrere Stdn. anhielt. Gleichzeitig begann sich schwach gelbes 
3-Nitro-4-hydroxy-benzonitril kristallin abzuscheiden; die Substanz ging 
bis zum Ende der Reaktion nicht mehr in Lésung. Nach dem Erkalten wurde 
abfiltriert und mehrmals aus Methanol/Wasser umkristallisiert; Schmp. 142° 
(Literaturangaben zwischen 140 und 145°). Ausb. 0,5 g (55%, bezogen auf p- 
Hydroxy-phenylbrenztraubensaure). 

C,H,N,0, (164,0) Ber. C51,20 H2,46 N17,08 
Gef. C50,98 H2,60 N 16,97 


Zur endgiiltigen Sicherstellung wurde durch Istdg. Kochen unter Riickflu8 
mit 2-n. NaOH verseift, wobei Ammoniak frei wurde und nach dem Ansauern 
3-Nitro-4-hydroxy-benzoesdéure ausfiel, welche auf Grund des Misch-Schmelz- 
punktes und des Debye-Scherrer-Diagrammes mit authent. 3-Nitro-4-hydroxy- 
benzoesiure identifiziert wurde. 

p-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure-oxim: Eine Lésung von 5g 
p-Hydroxy-phenylbrenztraubensaure und 3,5g NaOH in 50 ml Wasser 
wurde unter Kiihlung mit 2,4 g salzsaurem Hydroxylamin versetzt und 10 Min. 
auf dem Dampfbad gehalten. Nach dem Erkalten wurde mit 4 ml Salzsaure an- 
gesiuert, wobei sich das Oxim in rein weiBen Nadeln analysenrein abschied. 
Schmp. 176°. Ausb. 5,2 g (94% d. Th.). 

C,H,NO, (195,2) Ber. C55,38 H4,65 N7,18 
Gef. C55,62 H4,92 N7,21 





Zusammenfassung 


Bei der Einwirkung von verdiinnter Salpetersiure auf Tyrosin bei 
70° wurden auBer den schon bekannten Reaktionsprodukten (Mono- und 
Dinitro-tyrosin, Pikrinsiure, 4-Hydroxy-benzoesiure, Oxalsiure) 3.5-Di- 
nitro-4-hydroxy-phenylmilchsiure, 3-Nitro-4-hydroxy-benzonitril und 
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3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd in Substanz isoliert. 2.4-Dinitro- 
phenol und 3-Nitro-4-hydroxy-phenylmilchsiéure konnten durch Ver- 
gleich mit synthetisch gewonnenen Modellsubstanzen als Abbauprodukte 
identifiziert werden. AuBerdem wurde CO,, N,, NH;, NO, N,O und 
HCN festgestellt. Besonders die Bildung der Blauséure wurde genauer 
studiert. 


Summary 


By the action of dilute nitric acid on tyrosine at 70°, in addition 
to the previously-reported products (mono- and dinitrotyrosine, picric 
acid, 4-hydroxybenzoic acid and oxalic acid), 3.5-dinitro-4-hydroxy- 
phenyllactic acid, 3-nitro-4-hydroxybenzonitrile and 3-nitro-4-hydroxy- 
benzaldehyde have been isolated. Also, 2.4-dinitrophenol and 3-nitro- 
4-hydroxyphenyllactic acid were identified as degradation products by 
comparison with authentic samples. In addition, CO,, N,, NH, NO, 
N,O and HCN were found in the reaction mixture. The mode of HCN 
formation in this reaction is considered in some detail. 
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Die komplexometrische Bestimmung 


des Calciumgehaltes von Urin 
Von 
E. Knappe und V. Béckel 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena, der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin. Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1958) 


Angesichts der mannigfachen MiGhelligkeiten, die den verschiedenen Ver- 
fahren zur Calciumbestimmung im menschlichen Urin, insbesondere der Oxalat- 
fallungsmethode, haiufig anhaften, hatten wir uns bereits friiher! mit der kom- 
plexometrischen Calcium-Titration im Harn kritisch auseinandergesetzt. Wir 
hatten damals nach Poulie* den Urin zur Ausschaltung der phosphatbedingten 
Stérungen zunachst bis auf das 100fache verdiinnt und die Titration mit ADTE 
und Murexid zur Erhéhung der Genauigkeit mit photoelektrischer Endpunkt- 
anzeige durchgefiihrt. Als Ursache der dabei festgestellten Fehlerwerte hatten wir 
den hohen Sulfatgehalt ermittelt. In Anlehnung an die von Mason’ und Hamm! 
bei der Analyse von Pflanzen- und Muskelaschen geiibte Methodik hatten wir die 
Fehlerquellen dadurchsbeseitigen kénnen, da8 wir die Erdalkali-Ionen des Harns 
durch Adsorption an einem Kationenaustauscher von den stérenden Anionen 
abtrennten und dann die spektrometrische Titration mit befriedigenden Ergeb- 
nissen im Eluat bewerkstelligten. 

Bei der vorliegenden Arbeit benutzten wir unsere friiheren Er- 
fahrungen, um eine einfache, rasche und genaue Methode zur Bestim- 
mung des diagnostisch oft wichtigen Calciumgehaltes von menschlichem 
Urin zu entwickeln, die in jedem klinischen Laboratorium ohne be- 
sondere apparative Ausriistung ausgefiihrt werden kann. 

Die Abtrennung der Erdalkali-Ionen von den stérenden Anionen 
durch Adsorption an einem Kationenaustauscher muBte auf Grund 
unserer Erkenntnisse prinzipiell beibehalten bleiben. Besondere Auf- 
merksamkeit widmeten wir der Form, GréBe und Beschickung der Aus- 
tauscherséule, um den Zeitaufwand tunlichst zu beschrinken (im Ver- 
suchsteil im einzelnen beschrieben). Die Erdalkali-Ionen wurden aus 
dem angesduerten Urin bei py 2,5—3,0 an Wofatit P adsorbiert; die 
Elution erfolgte mit 7-proz. Salzsiure. Simtliche Arbeitsvorginge, die 
sich auch serienweise durchfiihren lassen, nehmen einschlieBlich der 
Titration 60 Min. in Anspruch. 

In mehreren Serien verglichen wir die Eignung der Metallindikatoren 
Fluorescein-Komplexon* (Calcein®, Fluorexon®) und Calecon** (CI 202)’ 


1 EK. Knappe u. V. Béckel, Pharmazie 18, im Druck [1958]. 
2 N. J. Poulie, Chem. Weekbl. 50, 698 [1954]. 
3 A.C. Mason, Analyst 77, 529 [1952]. 
4 R. Hamm, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1956, 268. 
5 H. Diehl u. J. L. Ellingboe, Analytic. Chem. 28, 882 [1956]. 
6 J. Kérbl u. F. Vydra, Chem. listy 51, 1457 [1957]. 
? G. P. Hildebrand u. Ch. N. Reilley, Analytic. Chem. 29, 258 [1957]. 
* Bis-dicarboxymethyl-aminomethyl-fluorescein. 
** 2,2’-Dihvdroxy-1.1’-azo-naphthalin-sulfonsaure-(4). 
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mit den Indikator-Eigenschaften des altbekannten Murexids*. Unter- 
sucht wurden zunichst vereinfachte anorganische Harnmodelle, die wir 
uns — in Nachahmung der natiirlichen Konzentrations-Verhaltnisse — 
aus den in Betracht kommenden Ionen (Na®, K®, Mg?®, Ca®®, CI°, 
S0,°, PO,3°) bereitet hatten, und deren Erdalkali-Anteile durch 
Ionen-Austausch abgetrennt worden waren *. Im weiteren untersuchten 
wir dann noch eine Reihe nativer Harne und priiften die Eignung der 
verschiedenen Indikatoren wie auch die Richtigkeit unserer Methodik 
an dem Kriterium, ob eine dem nativen Harn zugefiigte Calcium- 
Menge zusiatzlich zu dem nach dem gleichen Verfahren ermittelten 
Calciumgehalt des Urins vollstaéndig wiedergefunden werden konnte. 


Ergebnisse 


Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen (Tab. 1 und 2) geht 
hervor, daB innerhalb unserer Verhaltnisse das Fluorescein-Komplexon 
(Fluorexon, Calcein) dem Murexid und auch dem Calcon (CI 202) tiber- 
legen ist. ZahlenmaBig laBt sich die Uberlegenheit am besten bei den 
Harn-Modellen ausdriicken, bei denen ja der vorgelegte Calciumgehalt 
Tab. 1. Calcium-Bestimmung unter Verwendung der Indikatoren Murexid, Calcon 


und Fluorescein-Komplexon: Ergebnisse an vereinfachten Harn-Modellen (nach 
Abtrennung der Erdalkali-Ionen an Wofatit P). 


























—— Wiedergefundene Ca-Menge Fehler in mg% Ca 
Ver- gelegte in mg% mit mit 

suchs- Calcium- Fluores- Fluores- 

—_ Menge | Murexid| Calcon cein- Murexid | Calcon cein- 

mer | in mg% Kom- Kom- 
plexon plexon 
4,98 5,76 4,95 —0,11 + 0,67 — 0,14 
aryl oe 5,22 5,68 5.03 | +0,13 | +059 | —0,06 
9,14 10,88 10,15 — 1,04 + 0,70 — 0,03 
M2) 10,18 377 | 11,04 | 10,07 | —1,41 | +086 | —0,11 
M3 15.28 15,42 15,75 15,59 + 0,14 + 0,47 + 0,31 
' 14,93 15,51 15,43 — 0,35 + 0,23 + 0,15 
M4 20.37 22,28 21,50 20,62 + 1,91 + 1,13 + 0,25 
. 20,56 21,84 20,30 + 0,19 + 1,47 — 0,07 
M5 30.56 30,60 34,02 30,84 + 0,04 + 3,46 + 0,28 
‘ 31,48 34,34 30,76 + 0,92 + 3,97 + 0,20 
37,36 35,64 35,72 + 1,71 — 0,01 + 0,07 
M6 | 35,65 | 3574 | 35,56 | 35,32 | +0,09 | —0,09 | —0,33 
M7 40,75 39,90 41,72 41,58 — 0,85 + 0,97 + 0,83 
? 42,34 41,98 41,58 + 1,59 + 1,23 + 0,83 
50,84 51,40 51,56 — 0,09 + 0,47 + 0,63 
M8} 50,93 | 5708 | 50,92 | 51,16 | +0,15 | —0,01 | +0,23 





8 G. Schwarzenbach u. H. Gysling, Helv. chim. Acta 82, 1314 [1949]. 

* Kin Verzicht auf diese Abtrennung fiihrte begreiflicherweise nicht nur 
beim Murexid, sondern auch bei der Anwendung von Fluorescein-Komplexon 
und Calcon zu ganz erhebjichen Fehlern. 
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Tab. 2. Calcium-Bestimmung unter Verwendung der Indikatoren Murexid, Calcon 
und Fluorescein-Komplexon: Ergebnisse an nativen Harnen mit zusitzlichen 
Calcium-Mengen (nach Abtrennung der Erdalkali-Ionen an Wofatit P). 























: naan — Zusiitz- |Wiedergefundene Calcium-} Abweichungen von der Zu- 
3B S in mg% Ca liche Cal | zugabe in mg% Ca mit gabemenge in mg% Ca mit 
os 
Z g pots a Mittel- eae cam Fluores | Fluores- 
SA Kom- wert ae A Murexid| Calcon kom Murexid | Calcon - 
plexon plexon ' plexon 
Hl 8,20 7.99 20,37 | 19,91 | 20,03 | 20,35 | —0,46 | —0,34 | —0,02 
7,78 2 20,37 | 21,21 | 19,87 | 19,87 | +0,84 | —0,50 | —0,05 
H2 9,65 9.61 20,37 | 19,67 | 20,19 | 20,11 | —0,70 | —0,18 | —0,26 
9,57 20,37 | 19,03 | 20,35 | 20,03 | —1,34 | —0,02 | —0,34 
H3 8,69 8.69 20,37 | 20,27} 20,69 | 20,31 | —0,10} +0,32 | —0,06 
8,69 4 20,37 | 18,23 | 20,58 | 20,53 | —2,14] +0,28] +0,16 
H4 7,15 7.15 20,37 | 19,21} — | 20,37] —1,16 — 0,00 
‘ 7,15 / 20,37 | 19,61] — | 20,53 | —0,76 oo + 0,16 
H5 10,80 10.96 13,55 | 14,72] 13,46 | 13,62) + 1,17] —0,09| +007 
11,12 13,55 | 14,32 | 13,54] 13,78 | +0,77 —0,01 | +0,23 
H6 6,25 6.37 30,55 | 30,43 | 29,03 | 30,73 | —0,12 | —1,52 | + 0,18 
6,49 G 30,55 | 30,25 | 29,67 | 30,65 | —0,30 | —0,88 | + 0,10 
23,94 10,18 9,54 | 10,52 | 10,60 | —0,64| +0,34] +0,42 
m7 |) apeed 2 A segs) passe]. — | paged s 

H8 24,60 24.40 10,18 | 10,02] 12,46} 10,52 | —0,16| + 2,28 | + 0,34 
24,20 * 10,18 9,78| 9,86 | 10,34 | —0,40 | —0,32 | + 0,16 

















(auch im Verhaltnis zum Magnesium) genau bekannt war. Um die bei 
Verwendung der verschiedenen Indikatoren auftretenden Abweichungen 
in ihrer GréBe zu charakterisieren, wurden die mittleren Fehler (s) der 
Einzelmessungen berechnet (Tab. 3). Der Fehler der Einzelmessung bei 


Tab. 3. Calcium-Bestimmung unter Verwendung der Indikatoren: Murexid, Calcon, 
Fluorescein-Komplexon; Vergleich der mittleren Fehler s. 








Verwendete . ‘, Fluorescein- 
Indikatoren: Murexid Caloon Komplexon 
sin mg% Ca + 0,94 +1,12 | +0,34 








den Indikatoren Calcon und Murexid ist signifikant héher als bei dem 
Indikator Fluorescein-Komplexon (bei Annahme einer Sicherheitswahr- 
scheinlichkeit von 99,9%). Die Ursache liegt beim Murexid in der Er- 
kennbarkeit des Farbumschlags von Rot nach Violett, derentwegen 
man ja schon haufig die spektrometrische Titration vorgeschlagen hat. 
Beim Calcon kann bei héheren Magnesium-Konzentrationen der an sich 
sehr gut erkennbare Farbwechsel von Rot iiber Purpur nach einem 
reinen Blau stark beeintrachtigt werden*. Der Umschlag des Fluorescein- 

* Das ausflockende Magnesiumhydroxyd reiBt dann den Farbstoff an sich 


und die verbleibende purpurviolette Restfarbe erweist sich gegen weitere ADTE- 
Zugaben als indifferent. Durch die von Reilley in einer Privatmitteilung emp- 
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Komplexons, der sich im plétzlichen Erléschen der gelblichgriinen Fluo- 
reszenz recht deutlich zu erkennen gibt, ist nach einiger Ubung bei den 
zur Verwendung kommenden 0,01-m. ADTE-Lésungen immer gut zu 


erkennen*. 

Die Tabellen zeigen auBerdem, da bei unserer Arbeitsmethodik 
unter Verwendung des Indikators Fluorescein-Komplexon recht be- 
friedigende Ergebnisse bei der Calciumbestimmung im Urin erzielt wer- 
den kénnen. In Analogie zu den bei den Harn-Modellen gefundenen 
Werten kénnte man mit einem mittleren Fehler von lediglich + 0,34mg% 
Calcium rechnen. Der gréBte festgestellte Fehlerwert bei der Wieder- 
findung der den nativen Harnen zugesetzten Calcium-Mengen lag in 
Ubereinstimmung mit dieser Annahme bei 0,42 mg% Calcium. 


Es soll nicht unerwahnt bleiben, daB nach der vorliegenden Methode gleich- 
zeitig mit dem Calcium auch etwa vorhandenes Strontium mit erfaBt wird. Die 
Anwesenheit von Strontium im Urin ist jedoch kaum zu erwarten und auBerdem 
sind — mit Ausnahme der Flammenphotometrie, die dafiir wieder in anderer Hin- 
sicht stéranfallig ist — auch andere Verfahren von dieser Fehlerméglichkeit 
nicht frei. 


Beschreibung der Versuche 


Reagenzien 

Salzsiure, analysenrein: 7- und 25-proz.; 

5-n. NaOH, analysenrein, carbonatfrei; 

Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsiure (ADTE): 0,01-m. Lésung, am 
besten in einer Flasche aus Polyaéthylen aufzubewahren ; 

Murexid-Lésung: 10mg Murexid in 100 ml doppeltdest. Wasser (pu nicht tiefer als 7) ; 

Fluorescein-Komplexon (Fluorexon, N. p. Lachema, Brno, CSR 

Calcein, G. Frederick Smith Chemical bo. Columbus, Ohio, USA): feinste Ver- 
reibung von 100 mg Indikatorsubstanz in 10 g Natriumchlorid (analysenrein) ; 

Calcon (CI 202, J. T. Baker & Co., Phillipsburg, New Jersey, USA): 100 mg Indi- 
katorsubstanz in 25 ml Methanol, mindestens 5 Monate haltbar; 

Diithylamin, analysenrein oder reinst; 

Weinsaure, analysenrein: 1-proz. Lésung; 

Standard-Calcium-Lésung: 2,502 g Standard-Calciumcarbonat (vorher 1 Stde. auf 
450° erhitzt), in verd. Salzsdure gelést und mit doppeltdest. Wasser auf 1 / auf- 
gefiillt; 1 ml enthalt dann 1,002 mg Ca; 

Wofatit P, fiir analytische Zwecke (VEB Farbenfabrik Wolfen, Wolfen, Kr. Bitter- 
feld). 


fohlene Wartezeit zwischen der Zugabe der Natronlauge und der Durchfiihrung der 
Titration lieB sich dieser Ubelstand nicht immer beseitigen. Der von Tichom{rov4é 
und Sim4tkov4? fiir ahnliche Falle vorgeschlagene Zusatz von Weinsaure fihrte 
zwar zu einem einwandfreien Farbwechsel, die gefundenen Calciumwerte lagen 
dann aber erheblich zu hoch. 

® V. Tichomfrova u. O. Simatékov4, Chem. listy 50, 1925 [1956]; Collect. 
ezecholov. chem. Commun. 22, 982 [1957]. 

* Fluorescein-Komplexon kommt unter den Namen ,,Calcein“ und ,,Fluo- 
rexon“ in den Handel. Da uns Calcein nicht zur Verfiigung stand und wir daher 
ausschlieBlich mit Fluorexon arbeiteten, war uns ein Vergleich der beiden Pra- 
parate nicht méglich. Einen eventuellen Unterschied in der Art des Indikator- 
Umschlages, der in dem einen Fall als ,,Farbwechsel von Gelblichgriin nach 
Braun‘ ® beschrieben wird und sich im anderen Fall — in Ubereinstimmung mit 
unseren eigenen Feststellungen — durch ,,Erléschen der gelblichgriinen Fluores- 
zenz‘‘® kundtut, konnten wir aus diesem Grunde nicht aufklaren. 
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Austauschersaule 

Eine kleine Austauschersiule mit Heberrohr und Hahn (Gesamthoéhe etwa 
20—25 cm, Saulenlinge 7 cm, Saiulendurchmesser 15 mm) wird mit einem Breis- 
pfropfen aus Quarzwolle und mit Wofatit P in je 30 mm Schichtdicke beschickt. 


Arbeitsverfahren 


Der zu untersuchende Harn wird mit 25-proz. Salzsiure auf py 2,5—3,0 ce- 
bracht (py-Meter, Indikxatorpapier) und filtriert. Yon dem Filtrat werden genau 
5 ml abgemessen und durch die mit Wofatit P (H-Form) beschickte Austauscher- 
siule gegeben. Man wascht mit etwa 100 m/ doppeltdest. Wasser nach, eluiert dann 
mit 10 ml auf etwa 70° vorgewarmter 7-proz. Salzsiure und gieBt schlieBlich so- 
viel doppeltdest. Wasser nach, bis ein Volumen von ungefahr 100 ml erreicht ist. 

Bei der Verwendung von Fluorescein-Komplexon versetzt man das Eluat 
mit 5 ml 5-n. NaOH und fagt etwa 30 mg der Indikatorsuspension hinzu, zweck- 
mitigquewidas mit Hilfe eines kleinen Dosierléffelchens aus Kunststoff, den man 
jeweils sorgfaltig abstreicht. AnschlieBend titriert man unter Umschwenken rasch 
— méglichst auf einer schwarzen Unterlage — bis zum Erléschen der gelblich- 
griinen Fluoreszenz. Direktes Sonnenlicht und kiinstliche Beleuchtung wirken sich 
sehr ungiinstig auf die Erkennbarkeit des Umschlages aus. 

Bei der Verwendung von Calcon la8t man das Eluat nach Zugabe von 4 ml 
5-n. NaOH 15 Min. stehen. Nach Ablauf dieser Zeit fiigt man 5 ml Diaéthylamin 
und 4 Tropfen der Indikatorlésung hinzu und titriert unter Umschwenken rasch 
und genau bis zum Auftreten einer reinblauen Farbung. 


Titerstellung und Ermittlung des Blindwertes 


In Anlehnung an eine Mikrotechnik von Flaschka und Sadek" ermittelten 
wir durch Pendeltitrationen sowohl den genauen Titer der ADTE-MaBlésung als 
auch den Blindwert der verwendeten Reagenzien, die trotz entsprechenden Rein- 
heitsgrades niemals véllig frei von Ca sind. 

Beispiel fiir eine Pendeltritationsserie: Aus einer Mikrobirette wird 
1,00 ml Standard-Calciumlésung abgemessen und mit 10 ml 7-proz. Salzsaure, 
5 ml 5-n. NaOH und mit doppeltdest. Wasser auf etwa 100 ml aufgefiillt. Nach 
Zugabe von 30 mg Indikatorsuspension wird mit einer annahernd 0,01-m. ADTE- 
Lésung rasch bis zum Umschlag titriert. In die austitrierte Lésung gibt man noch- 
mals 1,00 ml Standardlésung, titriert neuerlich und wiederholt dieses Verfahren 
bis zum Vorliegen von 6 Werten. 

Beispiel fiir die rechnerische Ermittlung des genauen Titers der 
ADTE-MaBlésung und des Blindwertes der Reagenzien: Bei einer 
Pendeltitrationsserie seien mit einerStandard-Calciumlésung, die 1,0187 mg Ca/ml 
enthalt, die Werte des Teiles A der Tab. 4 gefunden worden. Da ein Blindgehalt 
nur die erste Titration beeinfluBt, zieht man deren Werte von den folgenden ab 
(Teil B). Zur Ausschaltung eventueller Fehler bei der ersten Titration subtrahiert 
man auBerdem noch die Werte der ersten und zweiten Titration von.den iibrigen 
(Teil C). Bei fehlerfreiem Arbeiten miissen die errechneten mittleren Titerfaktoren 
aus den Teilen B und C mehrerer Pendeltitrationsserien gut iibereinstimmen. 

Mit Hilfe des nach Tab. 4 ermittelten Titers der ADTE-Lésung berechnet 
man nach Tab. 5 den Blindwert der Reagenzien. Die Differenzen zwischen dem 
theoretischen und dem korrigierten tatsichlichen Verbrauch stellen den Blind- 
wert dar; auch hier miissen die Ergebnisse aus mehreren Titrationsserien iiber- 
einstimmen. 

Analysenberechnung: Cain mg% = (V1-/ — Velina)-20-0,401 = 8(Vr-f 
— Vplina); 

Vr = verbrauchte ml ADTE-Lésung; 

f = mittlerer Titerfaktor; 

Velina = Blindwert (in ml 0,01-m. ADTE-Lésung). 


10H, Fl Flaschka u. F. Sadek, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1957, 1. 
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titration (in Fortsetzung der Tab. 4). 
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Tab. 5. Berechnung des Blindwertes der verwendeten Reagenzien aus einer Pendel- 































Vorgegeben 3 4 5 
: ~ Brrechneter | "yomisfefun- | pitterens 
Standard-Ca. | De™ Standard Mapes an | (gefundenes soy na 
Stan -Ca- ,01-m. : 
Léoung “ae” ADTE-Lésung . Faktor) “4 Blindwert 
ml mg ml ml ml 
1,00 1,018 2,54 2,74 0,20 
2,00 2,037 5,08 5,28 0,20 
3,00 3,056 7,62 7,86 0,24 
400 4,075 10,17 10,34 0,17 
5,00 5,094 12,71 12,88 0,17 
6,00 6,112 15,25 15,40 0,15 
0,19 











Beispiel: Fiir 5 ml Urin wurden 1,96 ml ADTE-Lésung verbraucht. Der 
Titerfaktor hatte den Wert von 1,014 und der Blindwert entsprach 0,19 ml 0,01-m. 
ADTE-Lésung. 

Ca = 8 (1,96 - 1,014 — 0,190) = 8 (1,987 — 0,190) = 14,4 mg%. 


Herrn Prof. Dr. Charles H. Reilley, University of North Carolina, Chapel 
Hill, N.C., und Herrn Ing. J. Kérbl, Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, 
Praha, danken wir aufs herzlichste fiir die freundliche Uberlassung von Calcon 
bzw. Fluorexon. Herrn Dipl.-Math. H. Grimm sind wir fiir die Ausfihrung der 
Fehlerrechnungen sehr verbunden. 


Zusammenfassung 


Eine einfache und genaue Methode zur Bestimmung des Calciums 
im Urin wird beschrieben. Das durch Kationenaustausch von stérenden 
Anionen abgetrennte Calcium wird unter Verwendung von Fluorescein- 
Komplexon (Fluorexon, Calcein) als Indikator komplexometrisch ti- 
triert. Der mittlere Fehler betraigt etwa +-0,34 mg% Calcium. 


Summary 


A simplified method for the exact determination of calcium in urine 
is described. Calcium is first separated from interfering anions by cation 
exchange and then titrated complexometrically using Fluorexon or 
Calcein as indicator. The average error in this determination is + 0.34 
mg% calcium. 
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Untersuchungen iiber die Photoisomerisierung 
des Ergosterins durch UV-Licht 
Von 
K. Pfordte 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Halle; Komm. Direktor: Prof. Dr. K. Pohle 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1958) 


Nachdem die klassischen Untersuchungen der englischen Schule unter 
Rosenheim! und der deutschen Schule unter Windaus? in den Jahren 1927—31 
zu dem kristallisierten, antirachitisch wirksamen Prinzip des UV-bestrahlten 
Ergosterins, dem Vitamin D,, gefiihrt hatten, verloren praktisch alle noch offen 
gebliebenen Fragen auf diesem Gebiet an Interesse. 

Mit den bereits neben dem VitaminD dargestellten Isomeren Lumisterin, 
Tachysterin, Suprasterin I und II waren jedoch noch nicht alle Photoisomeren des 
Ergosterins isoliert oder gar ihre Struktur in allen Fallen aufgeklart. So hatte sich 
z. B. Linsert® zuletzt mit einem weiteren Isomeren, dem Toxisterin, beschaftigt, 
das besonderes pharmakologisches Verhalten zeigen soll. Ahnliche Eigenschaften 
sind an Ergosterin-Photoisomeren beobachtet worden, wenn sie anschlieBend 
hydriert oder thermisch nachbehandelt waren‘. Fernerhin hatten Windaus und 
Auhagen® durch Spektraluntersuchungen an lichtangeregtem Ergosterin die 
Existenz einer Vorstufe des Tachysterins, des Protachysterins, wahrscheinlich 
gemacht. Alle Versuche zur Anreicherung oder Reindarstellung dieser noch unbe- 
kannten Substanzen scheiterten an den damals noch zu unspezifischen Methoden 
der Isomerentrennung. 

Zwolf Jahre hat sodann die Bearbeitung der Ergosterinchemie geruht und 
ist in ihrem klassischen Windausschen Geprage bereits in die Lehrbiicher ein- 
gegangen, als sich 1948 hauptsichlich eine franzésische Schule unter Velluz, 
eine niederlandische Schule unter Havinga und weiterhin auch J. Green in Eng- 
land erneut dieses Gebietes annahmen. 

Diese neuen Arbeiten haben nicht nur zur Auffindung einiger weiterer inter- 
essanter Substanzen wie des Précalciférols und der Toxisterine A und B gefiihrt, 
sowie die Existenz eines Suprasterins II1® wahrscheinlich gemacht, sondern zum 
Teil zu neuen, grundlegenden und umwalzenden Erkenntnissen gefiihrt, die uns 
die Chemie der Photoisomerisierung des Ergosterins in einem ganz anderen Licht 
erscheinen lat. War bislang z. B. die Wirkung geringer Temperaturerhéhung auf 
die Lichtreaktion als unbedeutend angesehen worden, konnte nunmehr gezeigt 
werden, daB schon Temperaturen unter 100° den Photoisomerisierungsverlauf des 
Ergosterins beeinflussen kénnen. 








1 R. B. Bourdillon, D. Fischmann, T. A. Webster u.a., Proc. Roy. 
Soc. [London], Ser.B. 108, 340 [1931]. 

2 A. Windaus, A. Littringhaus u. M. Deppe, Liebigs Ann. Chem. 489, 
252 [1931]; A. Windaus u. O. Linsert, A. Liittringhaus u. G. Weidlich, 
ebenda, 492, 226 [1932]. 

3 OQ. Linsert, Privatmitteilung. 

4 F. Holtz u. E. Schreiber, diese Z. 191, 1 [1930]. 

5 A, Windaus u. E. Auhagen, diese Z. 196, 108 [1931]. 

6 J.Green, Biochem. J. 49, 232 [1951]. 
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Falle die Suprasterine I und II. 
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Fiir diese UV-Reaktion nimmt man heute nicht mehr eine einseitige, vom 
Ergosterin iiber das Lumisterin, Tachysterin, Vitamin D zu den Toxisterinen und 
Suprasterinen verlaufende Folge an’, sondern ein kompliziertes photothermisches 
reversibles Gleichgewicht®. Die Endstufen der Uberbestrahlung sind in jedem 










ebenda, 77, 327 [1958]. 


7 P. Setz, diese Z. 215, 183 [1933]. 

§ L.Velluz, G.Amiard u. B.Goffinet, Bull. Soc. chim. France, Mem. 1955, 
1341; E. Havinga, A. Verloop u. A. L. Koevoet, Recueil Trav. chim. Pays- 
Bas 75, 371 [1956]; M. P. Rappold, J. A. Keverling Buismanu. E. Havinga, 
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Die Arbeiten von Velluz gaben aber nicht nur den AnstoB zu einer all- 
gemeinen Revision des Ergosterin-Isomerisierungsschemas, sondern in Verbindung 
mit Arbeiten von Inhoffen® iiber synthetische iso-VitamineD und iso-Tachy- 
sterine zu erneuten Strukturuntersuchungen in dieser Verbindungsklasse. 

Dem Lumisterin schreibt man nach wie vor die 10-iso-Ergosterinstruktur zu 
(vgl. Formeliibersicht). Fiir das Précalciférol (cis-Form) nehmen Velluz und 
Mitarbeiter® eine 6.7-cis-trans-Isomerie mit dem Tachysterin(trans-Form) an. Fiir 
das VitaminD, steht noch die 6.7-s-cis- und die 6.7-s-trans-Struktur zur Dis- 
kussion!®, Suprasterin I ist wahrscheinlich ein Spiran. Die Strukturen des Supra- 
sterins II und der Toxisterine A und B sind noch nicht bekannt. 

Das Nebeneinander und Nacheinander der Photoisomeren des Ergosterins 
muB man sich heute so vorstellen, daB bereits nach Kurzzeitbestrahlung samtliche 
Isomeren vorhanden sind und sich ihr Ausbeutemaximum iiber das relativ UV- 
stabile VitaminD zu den Uberbestrahlungsprodukten hin verschiebt. 
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Noch nicht voéllig durchsichtig ist die Bildung der pharmakologisch inter- 
essanten Toxisterine in der Ergosterin-Photoreihe. Von Westerhof und Kever- 
ling Buisman" sind die Toxisterine A und B in Form ihrer 3.5-Dinitro-benzoate 
bzw. 4-Benzol-azobenzoate mit sehr geringer Ausbeute auf saéulenchromato- 
graphischem Wege aus Vitamin D-Bestrahlungsprodukten isoliert worden. Die 
Klarung der Frage nach den Entstehungsbedingungen der Toxisterine ist nicht 
nur fiir eine vollsténdige Kenntnis der Ergosterinbestrahlungsreihe, sondern vor 
allem auch pharmakologisch im Hinblick auf die UV-Bestrahlung von Milch und 
Hefe von grundlegendem Interesse. 

In eigenen Versuchen haben wir Ergosterin-Bestrahlungsprodukte 
pharmakologisch an Hand der toxischen Grenzdosis an der Maus und 
der antirachitischen Schutzdosis an der Ratte tiber einen groBen Zeit- 
bereich untersucht und daraus auf den Verlauf der Ergosterin-Isomeri- 
sierung geschlossen. 

Wie Abb. 1 zeigt, fallt die biologisch ermittelte Gesamttoxizitat 
der Bestrahlungsrohprodukte, gemessen an der Zahl der toxischen Grenz- 
dosen (ToGr) pro Gramm Bestrahlungsprodukt, mit wachsender Be- 
strahlungszeit allmahlich ab. Aus der antirachitischen Schutzdosis laBt 
sich diejenige Anzahl ToGr/g berechnen, die allein auf die toxische Wirk- 


® H. H. Inhoffen, K. Briickner u. R. Griindel, Chem. Ber. 87, 1 [1954]. 

10 D. Crowfoot u. J. D. Dunitz, Nature [London] 162, 608 [1948]. 

11 P. Westerhof u. J. A. Keverling Buisman, Recueil Trav. chim. 
Pays-Bas 75, 1243 [1956]. 
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samkeit des Vitamins D zuriickzufiihren ist. Diese berechnete Vitamin D. 
Toxizitat ist ebenfalls in Abb. 1 dargestellt. Sie fallt mit wachsender Be. 
strahlungszeit wesentlich rascher als die biologisch ermittelte Gesamt- 
toxizitat. Die mit zunehmender Bestrahlungszeit wachsende Toxizitiits. 
differenz wurde von uns als Resttoxizitit bezeichnet. 

Bei der Uberbestrahlung des Vitamins D miissen also noch vor Er. 
reichen der pharmakologisch unwirksamen Endstufen Suprasterin] 
und IT Substanzen entstehen, die fiir die relativ hohe, nur langsam ab. 
fallende Gesamttoxizitét der Bestrahlungsprodukte verantwortlich zu 
machen sind. Die biologisch ermittelte Gesamttoxizitaéit eines Roh. 
































produktes von bestrahltem Ergosterin lag in keinem unserer Versuche 
\ 100 3 | 
| \ l | Abb. 2. Graphische Darstellung des 
s 9} —--- + TT Chromatogramms der 3.5-Dinitro. 
3 | / benzoate des Ergosteriniiberbestrah. 
S 60|— aes 5 lungsproduktes an einer Al,0,-Saule 
= | | ‘ll N (Drehungen gemessen in CHCI,*). 
40\__..- — 1: unbek. Substanz [«]p: + 5°; 
2: tox. Substanz A [a]p: + 30°; 
20; \ 3: Suprasterin IT [«]p: — 14°**; 
| 4: Suprasterin I [«]p: + 40°F; 
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a aes 3000 : tox. Substanz B [a]p: + 52°. 
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hoher als die Toxizitaét gleicher Gewichtseinheiten Vitamin D,. Diese 
Tatsache schlieBt zwar die Bildung stirker toxisch wirksamer Rein- 
Substanzen als geringe Beimengungen der Rohprodukte nicht aus, doch 
macht sie Intoxikationen bei Gaben von iiberbestrahlter Milch oder Hefe 
unwahrscheinlich. 

Durch saéulenchromatographische Trennung des mit 3.5-Dinitro- 
benzoylchlorid veresterten Ergosteriniiberbestrahlungsproduktes gelang 
die Anreicherung zweier stark toxisch, aber nur sehr schwach antirachi- 
tisch wirksamer Substanzen. Ihre therapeutischen Indices, d.h. die 
Quotienten aus der antirachitischen Schutzdosis (gemessen in y Tages- 
bedarf zur Erzielung eines 50-proz. Rachitisschutzes) und der toxischen 
Grenzdosis (gemessen in y Tagesgaben) lagen zwischen 1:20 und 1:50. 
Linsert! gab fiir das fragliche Toxisterin einen therapeutischen Index 
von 1:100 an. Wie das Saéulendurchlaufdiagramm (Abb. 2) zeigt, ist die 
eine toxische Substanz mit Suprasterin I, die andere mit Suprasterin I] 
vergesellschaftet. Simtliche Fraktionen auBer denen im Punkt 2 und 6 
(Abb. 2) sind pharmakologisch wirkungslos. 


122 F, Laquer u. O. Linsert, Klin. Wschr. 12, 753 [1933]. 

* Absorptionsmessungen im UV konnten wir leider noch nicht durchfihren. 
** It. Lit. [«]p: — 11° (CHCI,). 

ft It. Lit. [«]p: + 32° (CHCI,). 
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Die von Westerhof und Keverling Buisman" durch Saulen- 
chromatographie (Al,0,) der Vitamin D-Bestrahlungsprodukte an Hand 
der UV-Absorptionsspektren isolierten beiden harzigen Substanzen be- 
sitzen bei 250 mu Absorptionsmaxima*. Diese beiden Substanzen, die 
in ihrem Spektrum weitgehend mit dem Linsertschen Toxisterin tiber- 
einstimmen, nannten die Autoren Toxisterin A und B. Leider finden 
sich in ihrer Arbeit keine Angaben iiber die pharmakologischen Eigen- 
schaften ihrer Toxisterine, so daB die Identitat der Toxisterine A und B 
mit unseren toxischen Substanzen noch erbracht werden muB. 

In diesem Zusammenhang interessiert fernerhin der Vitaminisie- 
rungsverlauf des Ergosterins unter verschiedenen Bestrahlungsbedin- 
gungen, besonders unter Verwendung verschiedener UV-Strahler. 
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Abb. 3. Konzentrationen von Ergosterin (a), VitaminD (b) und antirachitisch 

unwirksamen Bestrahlungsprodukten (c) in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit. 

Oben: Bestrahlt mit Hg-Hochdruckbrenner PRK 2 (Berliner Gliihlampenwerk) ; 
unten: mit Niederdruckbrenner NK 20/40 (Quarzlampengesellschaft Hanau). 


In Abb. 3 sind die Anderungen der chemisch bestimmten Ergo- 
sterinkonzentration, der biologisch ermittelten Vitamin D-Konzentration 
und diejenige der sich als Differenz ergebenden antirachitisch unwirk- 
samen Bestrahlungsprodukte in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit 
mit Hg-Hoch- und Niederdruckbrenner graphisch dargestellt. 

Wie aus der Abbildung hervorgeht, nimmt bei Bestrahlung mit 
dem Niederdruckbrenner bei etwa hyperbolischem Abfall des Ergosterin- 
gehaltes (a) die VitaminD-Ausbeute (b) ziemlich rasch zu, um dann 


* Absorptionsmessungen im UV konnten wir leider noch nicht durchfiihren. 
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langsam auf Kosten der Uberbestrahlungsprodukte (c) wieder abzu. 
nehmen. Beim Hochdruckbrenner liegt das Vitamin D-Maximum von 
ca. 56% bei einer Ergosterinumwandlung von 73% und einer Bestrah- 
lungszeit von 50 Min. Der nach 10 Min. sich ausbildenden Spitze in der 
Kurve der Uberbestrahlungsprodukte entspricht ein Maximum an anti- 
rachitisch unwirksamen Vorstufen des Vitamins D, naimlich Lumisterin 
und Tachysterin (die pharmakologischen Eigenschaften des Précalci- 
férols sollen nach Velluz?* denen des Vitamins D ihnlich sein*). Dieses 
Zwischenmaximum wird dann zugunsten der VitaminD-Bildung zu 
einem Minimum abgebaut, um sich spiter einer 100-proz. Uberbestrah- 
lung zu nahern. Der Verlauf der Vitaminisierungskurve in Verbindung 
mit dem der antirachitisch unwirksamen Vorstufen spiegelt eine gewisse 
Stabilitat des Vitamins D gegeniiber allen seinen Vorstufen wieder. 

Die Ergosterin-Isomerisierungsfihigkeit der Wellenlingen unter 
260 my war von jeher eine umstrittene Frage. So wiesen Windaus und 
Littringhaus" auf eine sehr schlechte Ausbeute an VitaminD beim 
Bestrahlen von Ergosterin mit kurzwelligem Licht unter 260 my hin, 
nachdem bereits Reerink und van Wijk!® sowie Brockmann!* den 
Bereich der wirksamen Strahlung zwischen 275 und 310 mu mit einem 
Optimum bei 281 my angegeben hatten. Wir fanden dagegen mit dem 
Hg-Niederdruckbrenner, der fast monochromatisch bei 254 my emittiert, 
einen dem des Hochdruckbrenners weitgehend ahnlichen Verlauf der 
Ergosterin-Photoisomerisierung (Abb. 3). 

Das VitaminD-Maximum von 65° bei 80-proz. Ergosterinum- 
wandlung wird mit dem Niederdruckbrenner nach 15 Stdn. (900 Min.) 
erreicht. Das Vitamin D-Maximum von 56°, bildet sich bei Bestrahlung 
mit dem Hochdruckbrenner nach 50 Min. aus. Die Zeiten zur Erreichung 
dieser Maxima mit Hoch- und Niederdruckbrenner stehen im Verhiltnis 
18:1 und damit etwa im selben aber umgekehrten Verhaltnis wie die 
Leistungsaufnahmen der Brenner 20W:375W = 1:19. Die gute Vitamin 
D-Ausbeute bei Bestrahlung mit dem Niederdruckbrenner diirfte die bis 
heute vertretene Meinung von der Unwirksamkeit der Wellenlingen unter 
260 mu fiir die Vitamin D-Bildung aus seinem Provitamin widerlegen. 

Die isoenergetische Wirksamkeit der Wellenlinge 254 my fiir die 
Vitaminisierung Provitamin D-haltiger Substanzen wie Milch und Hefe 
hat Ponsold?’ nachgewiesen. 

Ganz allgemein scheinen alle diejenigen Strahlen isomerisierend auf 
das Ergosterin zu wirken, die energiereicher sind als die langstwellige 


13 L. Velluz, Substances Naturelles de Synthése, Band V, S. 12, Masson 
& Co., Paris 1953. 

4 A. Windaus u. A. Liittringhaus, Dtsch. med. Wschr. 58, 1670 [1932]. 

15 K. H. Reerink u. van Wijk, Strahlentherapie 40, 728 [1932]. 

16 H. Brockmann, Ergebn. Vitamin- u. Hormonforsch. 2, 55 [1939]. 

17 W. Ponsold, Habilitationsschrift, Halle 1957. 

* Inwieweit bei einer pharmakologischen Auswertung des Précalciférols 
sein thermisches Umwandlungsprodukt, das Vitamin D, mitbestimmt wird, bleibt 
dahingestellt. 
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Ergosterin-Absorptionsbande, soweit sie absorbiert werden. Zu dieser 
Strahlung gehért nicht nur die Emission des Hg-Niederdruckbrenners 
(254 mu), sondern auch die Réntgen-, die y-Strahlung und die energie- 
reiche Korpuskularstrahlung. 

Unbeantwortet bleibt zur Zeit noch die Frage der Einordnung der 
Toxisterine in die Ergosterinbestrahlungsreihe und ihre Struktur. Es 
steht fest, daB diese Substanzen nach dem Vitamin D anzuordnen sind. 
Ob sie jedoch neben die Suprasterine I und II zu stellen oder deren 
Muttersubstanz sind und ob dhnliche Gleichgewichte zwischen den 
Uberbestrahlungsprodukten bestehen wie zwischen den Vorstufen des 
Vitamins D, bleibt noch immer ungeklart. 

Bei der Uberbestrahlung von Ergosterinlésungen mit dem Hg- 
Hochdruckbrenner konnten wir wiederholt chemische Verainderungen 
des Lésungsmittels feststellen. Verschiedene reine Losungsmittel und 
ihre entsprechenden Verbindungsklassen veranderten sich z.T. in 
charakteristischer Weise und fiihrten zu definierten UV-Reaktions- 
produkten!8, Wahrscheinlich sind also auch Sekundarreaktionen zwischen 
dem optisch angeregten Lésungsmittel und den Ergosterin-Photoiso- 
meren mdglich. 


Beschreibung der Versuche 


Ergosterinbestrahlung: 3g Ergosterin, gelést in 500 ml reinstem 
Benzol, wurden in einer Quarzhohlwalze am Riickflu8kiihler mit dem ungefilterten 
Licht eines stabférmigen Hg-Hochdruckbrenners 10 Stdn. bestrahlt. Der Brenner 
PRK 2 (Berliner Gliihlampenwerk), der in 1 cm Abstand durch die innere Wandung 
der Walze gefiihrt war, besa8 Emissionsmaxima bei 313, 365/366, 435, 546, 
577/579 mu und eine elektrische Leistungsaufnahme von 375 W (ohne Vor- 
schaltgerat). 

Die Bestrahlungstemperatur betrug 81° (thermoelektrisch gemessen). Samt- 
liche Operationen wurden unter héchst gereinigtem Stickstoff vorgenommen. 

Nach beendeter Bestrahlung destillierte man im Vak. zur Trockne, léste den 
schwach gelben, harzigen Riickstand in 10 ml Benzol und versetzte mit einer 
Lésung von 3g 3.5-Dinitro-benzoylchlorid in 15 ml Pyridin. Nach mindestens 
24 stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur schiittelte man das Reaktions- 
produkt mit Wasser durch, extrahierte die Ester mit Petrolither und wusch den 
petrolatherischen Auszug mit 20-proz. H,SO, pyridinfrei, mit 10-proz. NaOH 
siurefrei und mehrmals mit Wasser. Die Petrolatherlésung wurde mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet und auf 25 ml eingeengt. 

Chromatographie der 3.5-Dinitro-benzoate des Ergosteriniiberbestrah- 
lungsproduktes: 

Eine Saule (% 5cm, Lange 20cm) aus standardisiertem Al,O, (Merck) 
wurde mit 100 ml Petrolather vorgewaschen und mit 7 ml der petrolather. Losung 
des Ergosteriniiberbestrahlungsproduktes (s. oben) beschickt. Als Entwickler 
diente Petrolather/Benzol 5:1. Die einzelnen Durchlaufe wurden zu je 75 ml 
abgenommen, mit 5-proz. methylalkohol. KOH bei Zimmertemperatur 30 Stdn. 
verseift, in Olivenél aufgenommen und pharmakologisch ausgewertet. 

Standardisierung des Al,O,. 100 g Al,O, (Merck, standardisiert nach 
Brockmann) wurden durch Schiitteln mit 4 ml Wasser entaktiviert und mit 
einem cis-trans-Azobenzolgemisch in folgender Weise auf das Kurvenpaar (Abb. 4) 
eingestellt : 


18 K. Pfordte, noch unver6ffentlicht. 
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An einer Saule entaktiviertem Al,O, (2 1 cm, Lange 10 cm) adsorbierte man 
1 ml einer Lésung von 185 mg belichtetem Azobenzol in 50 ml Hexan (durch 
Belichtung bildet sich aus dem trans-Azobenzol etwas cis-Form), entwickelte mit 
Hexan und ma8 die Wanderungsgeschwindigkeiten der scharf abgetrennten 
Azobenzolzonen (Abb. 4). 


-Azabeza Abb. 4. Chromatographie von cis-trans-Azo- 
| benzol an entaktiviertem Al,O, (Merck); ent- 
wickelt mit Hexan. 
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Mikroergosterinbestimmung: 10—12 m/ einer Lésung von Ergosterin 
(enthaltend etwa 5 mg) in Aceton wurden mit 2 m/ einer 1-proz. Digitoninlésung 
in 80-proz. Alkohol bei Zimmertemperatur versetzt. Unter 6fterem Umschiitteln 
brachte man den voluminésen Niederschlag nach mindestens Istdg. Stehenlassen 
auf eine G 4 Fritte, wusch zweimal mit je 2 m/ Alkohol (80-proz.) und viermal 
mit je 2 ml Aceton nach. Bei 105° trocknete man konstant. Umrechnungsfaktor 
f = 0,244; Analysenfehler: + 2%. 

Bestimmung der pharmakologischen Eigenschaften: Die toxische 
Grenzdosis der in Olivenél (4 Stdn. auf 200° erhitzt) gelésten Bestrahlungs- 
produkte wurde nach der Methode von Holtz u.a.!° an der Maus bestimmt. 


Die antirachitische Schutzdosis ermittelte man nach dem prophylak- 
tischen Réntgentest von Holtz und Mitarbeitern?® an der Ratte. 


Zusammenfassung 


An Hand der pharmakologischen Priifung siulenchromatographisch 
aufgetrennter Ergosterinbestrahlungsprodukte gelang die Anreicherung 
von zwei toxischen Uberbestrahlungsprodukten, die vielleicht mit den 
von Westerhof und Keverling Buisman dargestellten Toxisterinen A 
und B identisch sind. 


Die Untersuchung des Ergosterin-Vitaminisierungsverlaufes unter 
Bestrahlung mit verschiedenen Spektralgebieten ergab an Hand der 
Bildung von VitaminD und der antirachitisch unwirksamen Bestrah- 
lungsprodukte in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit und der Ergo- 
sterinumwandlung die volle Wirksamkeit der Wellenlinge 254 my. Es 
wird auf mégliche Sekundirreaktionen zwischen dem Lésungsmittel und 
den Ergosterinisomeren im UV-Licht hingewiesen. 

19 F. Holtz, F. Laquer, H. Kreitmair u. T. Moll, Biochem. Z. 287, 247 
[1931]. 

20 F. Holtz, G. Pfennigsdorf u. W. Ponsold, Arzneimittel-Forsch 5, 557 
[1955]. 
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Summary 


With the aid of pharmacological testing of the column chromato- 
graphically separated irradiation products of ergosterol it has been 
possible to prepare enriched solutions of two toxic over-irradiation 
products which are possibly identical to the toxisterols A and B prepared 
by Westerhof and Keverling Buisman. 

Investigation of the vitaminization of ergosterol by irradiation with 
different spectral areas has been carried out. In each experiment the 
vitamin D and antirachiticaly inactive irradiation products were deter- 
mined in relation to the irradiation time. It was found that a wavelength 
of 254 mu is quite effective for the vitaminization. There were also indi- 
cations of secondary reactions between the solvent and the ergosterol 
isomers in UV light. 











Uber die quantitative Bestimmung des Adrenalons, 
insbesondere neben Adrenalin 


Von 
G. Weidner 
Aus dem Pharmazeutischen Institut der Humboldt-Universitait, Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1958) 


Die von G. Weidner und F. Wei8' kiirzlich mitgeteilten Ver- 
suche zum Nachweis von Adrenalon* neben Adrenalin wurden mit der 
Zielsetzung fortgefiihrt, Adrenalon als Verunreinigung in handelsiib- 
lichen 0,1-proz. Adrenalinlésungen quantitativ zu bestimmen, woriiber 
im folgenden berichtet wird. Von den beiden hierzu als geeignet erkann- 
ten Verfahren kénnte das spektrophotometrische dariiber hinaus auch 
zur Klarung der Frage dienen, ob und gegebenenfalls in welcher Menge 
Adrenalon im menschlichen bzw. tierischen Organismus vorhanden ist. 
Hierzu sind zweifellos noch eingehende Uberpriifungen erforderlich, 
insbesondere im Hinblick auf die Ergebnisse japanischer Autoren?, die 
in Modellversuchen auf enzymatischem Wege Adrenalon zu Adrenalin 
reduzierten und in diesem Zusammenhang die mégliche physiologische 
Bedeutung des Adrenalons erneut diskutierten. 


Fiir die quantitative Erfassung des Adrenalons sind im Gegensatz zur 
Adrenalinbestimmung bisher nur wenige Methoden vorgeschlagen worden. Nach 
der Vorschrift der Pharmakopoea Danica Ed. IX (1948) ist die waBrige Adrenalon- 
hydrochlorid-Lésung mit Natriumhydrogencarbonat zu versetzen. Die dabei quan- 
titativ ausgefallte Base wird auf einem Filter gesammelt und nach mehrmaligem 
Waschen in 0,1-n. Salzsiure gelést. Der SalzsiureiiberschuB ist schlieBlich mit 
(,1-n. Natronlauge zu ermitteln. Die Pharmakopoe der UdSSR VIII (1952) laBt 
die Chlorionen des salzsauren Adrenalons nach Uberfiihrung in Natriumchlorid 
argentometrisch erfassen. Hierzu werden 0,2—0,3 g Adrenalonhydrochlorid ver- 
wendet. Beide Methoden haben den Nachteil, da8 relativ groBe Substanzmengen 
benotigt werden. Dariiber hinaus ermittelt die letztere lediglich die Chlorionen, 
so daB eine exakte Bestimmung der Base nicht unbedingt gewahrleistet ist. 

Zur Erfassung kleiner Adrenalonmengen eignen sich in erster Linie photo- 
metrische Bestimmungsmethoden, im wesentlichen in Anlehnung an entsprechende 
Adrenalinbestimmungsmethoden. So beruht das Verfahren von J. Gyenes?® auf 
der photometrischen Auswertung einer mit natriumacetathaltiger, salzsaurer Jod- 
lésung erzeugten gelben bis gelbbraunen Farbung. Zur Beseitigung des Jod- 
iiberschusses wird hierbei Natriumthiosulfat verwendet. Die Genauigkeit der 


* Adrenalon = w-Methylamino-3.4-dihydroxy-acetophenon. 
1G. Weidner u. F. WeiB, Pharmazie, im Druck. 
2 R. Imaizumi, H. Yoshida, K. Wataya, Y. Takaoka, T. Noda u. 
M. Wada, Med. J. Osaka University 5, 323 [1954]. 
3 J. Gyenes, Magyar Chem. Folyéirat [Ung. Z. Chem.] 56, 190 [1950]. 
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- Methode soll +1% betragen. Nach J. Reichelt* ist einer 0,002—0,008-proz. 
Adrenalonhydrochloridlésung Eisencitrat und Phosphatpuffer zuzusetzen, wodurch 
das Reaktionsgemisch eine rotbraune Farbung annimmt, die elektrophotometrisch 
ausgewertet werden kann. 
Diese beiden Verfahren sind zur Bestimmung des Adrenalons an 
5 sich geeignet, doch ist damit die ausschlieBliche Erfassung dieser Ver- 
bindung in Gegenwart von Adrenalin nicht méglich. Uberhaupt diirften 
hierfiir Methoden, die auf der kolorimetrischen Auswertung der Oxy- 
dationsprodukte beruhen, kaum geeignet sein, da Adrenalin wesentlich 
leichter oxydierbar ist als Adrenalon. Dagegen la8t sich unter bestimm- 
ten Bedingungen — wie eigene Versuche ergaben — die Bestimmung 
des Adrenalins neben Adrenalon auf diesem Wege durchfiihren. Auf 
Grund der Tatsache, daB sich Adrenalin und Adrenalon lediglich in der 
Oxydationsstufe am C, der Seitenkette unterscheiden, ist es naheliegend, 
Ver- | Versuche zur Erfassung der Carbonylgruppe des Adrenalons mit Hilfe 
t der der reduktiven Polarographie oder auf spektrophotometrischem Wege 
Isitb. vorzunehmen. Beide Verfahren erméglichen, wie sich alsbald zeigte, die 
fiber | einfache quantitative Erfassung des Adrenalons auch neben Adrenalin. 
‘ann- — Die Bevorzugung der einen oder anderen Methode diirfte lediglich von 
we den zur Verfiigung stehenden apparativen Hilfsmitteln abhangen. 
enge 


1 ist. Polarographische Bestimmung des Adrenalons* 


‘lich, 

, die Werden Adrenalonlésungen steigender Konzentration in Gegenwart 
ialin | von Acetatpuffer, py 4,0, polarographisch reduziert, so beobachtet man 
sche | jeweils eine Stufe, deren Hohe dem Adrenalongehalt proportional ist. 


Durch Ermittlung der Abhangigkeit von Stufenhéhe und Adrenalon- 
aur | konzentration an Hand von Testlésungen ergeben sich Eichkurven, die 
Nach | der Bestimmung von Adrenalonlésungen unbekannten Gehaltes zu- 
alon- — grunde gelegt werden kénnen. Da Adrenalin polarographisch nicht re- 


iene duzierbar ist, kann die Gehaltsbestimmung auch in seiner Gegenwart 
mit | ¢rfolgen. 

1aBt Bei der Uberpriifung von 0,1-proz. Adrenalinlésungen, die bezogen 
lorid | auf den Adrenalingehalt, 0,5°%, Adrenalon enthielten, ergaben sich die 
ver- — in Abb. 1 wiedergegebenen Kurven. Zur Ausmessung der Stufenhéhen 


ng wurden parallele Geraden an die Wendepunkte gelegt und das Lot ge- 

’ | fallt. Ein Vergleich der Stufenhéhen verschiedener Kurven ist jedoch 
oto- nur unter der Voraussetzung moglich, daB die Neigungswinkel der Ge- 
nde — raden jeweils gleich sind. 10 ug Adrenalon kénnen polarographisch noch 


— mit Sicherheit erfaBt und auch neben 1000 wg Adrenalin nachgewiesen 


po 4 J. Reichelt, Ceskoslov. Farmac. 2, 291 [1953]. 
* Hieriiber wurde bereits auf der Hauptversammlung der Deutschen Phar- 


mazeutischen Gesellschaft in Berlin im Oktober 1955 eingehend berichtet. Nur 
wenig spater ging bei der Ceskoslov. Farmac. eine Arbeit von G. Dusinky® ein, 
in der ebenfalls iiber die polarographische Bestimmung des Adrenalons berichtet 
pate wird. Der Autor erhielt optimale Ergebnisse bei Verwendung von natriumborat- 
haltigen Adrenalonlésungen. 

5 G. Dusinsky, Ceskoslov. Farmac. 5, 196 [1956]. 
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werden. Fiir die Durchfithrung der Adrenalonbestimmung geniigt 1 ml 
einer 0,1-proz. Adrenalinlésung, in der gegebenenfalls noch eine Verun- 
reinigung mit 1% Adrenalon ermittelt werden kann. Die Fehlergrenze 
betrigt hierbei + 3%. 

Arbeitsweise: 1 ml der 0,1-proz. Adrenalinlésung wird nach Zusatz von 1 ml 
Acetatpuffer, py 4,0, bei 1/,9 Galvanometerempfindlichkeit polarographisch redu- 
ziert. Die Abscheidungsspannung betraigt 1,2 V bei Verwendung von Bodenqueck- 
silber als Anode*. 


2 J 4 5 % Adrenalon 
0 05 10 145 205 255 cm StufenhGhe 
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Abb. 1. Polarographische Untersuchung 0,l-proz. Adrenalinlésungen mit Zusatz 
von 0—5% Adrenalon (bezogen auf die jeweils in der Lésung enthaltene 
Adrenalinmenge). 


Spektrophotometrische Bestimmung des Adrenalons 


Wie wir feststellten, besitzt Adrenalon in waiBriger Lésung Maxima 
bei 235 (log ¢ 4,12), 282 (log ¢ 3,95) und 310 (log ¢3,89) mu. Letzteres 
ist auf die Konjugation der Carbonylgruppe mit dem substituierten Ben- 
zolring zuriickzufiihren und charakterisiert die Substanz gegeniiber 
Adrenalin, das bei dieser Wellenlange nicht mehr absorbiert. 


Arbeitsweise: Zur Erstellung der Adrenalon-Eichkurve wird eine Stamm- 
lésung bereitet, die in 1000 ml 0,01-n. HCl 40 mg Adrenalonbase** (24 Stdn. im 
Exsikkator iiber Schwefelséure getrocknet) enthielt. Hiervon werden mit Hilfe 
einer Mikrobiirette 0,5, 1, 1,5 usw. bis 10 ml jeweils in ein Reagenzglas gegeben 
und mit 0,01-n. HCl zu je 10 ml erginzt, so das der Adrenalongehalt der Lésungen 
2—40 pg/ml betragt. Die Extinktionen der jeweiligen Lésungen werden bei 310 mu 
(d = 1 em) gegen 0,01-n. Salzsiure gemessen}. Dabei ergibt sich die in Abb. 2 
wiedergegebene Eichkurve. 

Zur Uberpriifung 0,1-proz. Adrenalinhydrochlorid-Lésungen auf ihren even- 
tuellen Adrenalongehalt sind die Lésungen mit 0,01-n. HCl im Verhiltnis 1: 4 
zu verdinnen und die Extinktionen in der angegebenen Weise zu ermitteln. Aus 
der Eichkurve kann dann der zugehérige Adrenalonwert (in ug/ml) entnommen 
werden. Der Adrenalongehalt der Adrenalinlésung errechnet sich danach wie folgt: 


(ug on a io sag’, Adeamitanlane 





* Die Bestimmungen wurden mit dem Mikropolarograph ,,Typ Heyrowsky“ 
ausgefiihrt. 
** Adrenalonhydrochlorid ist wegen seines varianten Kristallwassergehaltes 
hierfiir weniger geeignet. 
{ Hierzu wurde von uns das Universalspektrophotometer VEB Karl ZeiB, 
Jena, benutzt. 
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Abb. 2. Adrenalon-Eichkurve. 


Bei Verwendung 1+4 verdiinnter Adrenalinlésungen lassen sich 
1—20% Adrenalon (bezogen auf den Adrenalingehalt) mit einer Ge- 
nauigkeit von + 2% erfassen. Dariiber hinaus erméglicht die Messung 
unverdiinnter Adrenalinlésungen letztlich den Nachweis von Adrenalon- 
mengen bis zu 0,2% herab. 

Die Uberpriifung verfirbter Adrenalinlésungen auf ihren eventu- 
ellen Adrenalongehalt ist in der beschriebenen Weise nicht ohne weiteres 
durchfiihrbar, da derartige Adrenalinlésungen im ganzen UV-Bereich 
absorbieren und die Umwandlungsprodukte somit Adrenalon vortiu- 
schen kénnten. Auch bleibt zu beriicksichtigen, daB altere farblose 
Adrenalinlésungen verainderte Absorptionsbereiche aufweisen kénnen 
und folglich als zersetzt anzusehen sind. Daher ist es stets erforderlich, 
vor der Priifung auf Adrenalon zu ermitteln, ob Umwandlungsprodukte 
des Adrenalins vorhanden sind oder nicht. Im letzteren Falle darf die 
Lésung bei 370 my, d.h. auBerhalb der Endabsorption des Adrenalins 
und Adrenalons, nicht mehr absorbieren. Nur dann ist eine einwand- 
freie Bestimmung des Adrenalons neben Adrenalin gewahrleistet. 


Zusammenfassung 
Es wird iiber ein polarographisches und ein spektrophotometrisches 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Adrenalon berichtet, das 
zur Erfassung von Adrenalon als Verunreinigung in 0,1-proz. Adrenalin- 
lésungen dient und andererseits auch zum Nachweis dieses Stoffes in 
biologischen Materialien geeignet sein kénnte. 


Summary 
A polarographic and a spectrophotometric method for the quanti- 
tative determination of adrenalone as an impurity in 0,1% adrenaline 
solution are reported. These procedures may also be used to assay 
adrenalone in biological material. 
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Verbesserte Methode 
zur papierchromatographischen Trennung 
von DNP-Aminoalkoholen* 
Von 
W. GraBmann und A. Riedel 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1958) 


Fir die Bestimmung der carboxylendstindigen Aminosauren in 
Peptiden und Proteinen nach der Reduktionsmethode?* hat die chro- 
matographische Trennung der DNP-Aminoalkohole besondere Bedeu- 
tung erlangt. Zur papierchromatographischen Trennung von DNP- 
Aminoalkoholen ist in unserem Arbeitskreis, neben einigen weiteren Ge- 
mischen, mit denen spezielle Trenneffekte zu erreichen sind, vor allem 
das Gemisch Dekalin/10-proz. Essigsiure/Isoamylalkohol 15:10:4 ver- 
wendet worden®, Ein zweites Lésungsmittelgemisch, nimlich Isooctan/ 
Isopropylalkohol/Wasser 30:7,5:1,5 wurde vonJatzkewitz und Tam! 
angegeben. 

Bei der Papierchromatographie mit beiden Gemischen muB man 
in Kauf nehmen, daB die DNP-Verbindungen Schwinze ziehen; auch 
bereitet beispielsweise die Trennung bzw. Identifizierung der DNP- 
Alkohole des Gly, Thr und der Glu wegen der zu geringen Unterschiede 
in den Ry-Werten Schwierigkeiten. Das letztgenannte Gemisch hat 
auBerdem den Nachteil, sehr rasch zu verdunsten. Stérend war ferner, 
daB DNP-Leu, das seines stark lipophilen Charakters wegen beim Aus- 
schiitteln aus hydrogencarbonat-alkalischer Lésung in die DNP-Amino- 
alkohol-Fraktion mitgeschleppt wird’, mit den genannten Lésungs- 
mitteln von DNP-Leu-ol nicht unterschieden werden kann. 


* Verwendete Abkiirzungen: DNP- = 2.4-Dinitrophenyl-; Symbole zur 
Aminosaurebezeichnung siehe ].c.1; reduzierte Aminosiuren: Gly-ol = Colamin; 
Ala-ol = 2-Amino-propanol-(1); Ser-ol = 2-Amino-propandiol-(1.3); Phe-ol = 2- 
Amino-3-phenyl-propanol-(1); Tyr-ol = 2-Amino-3-[4-hydroxypheny] ]-propanol-(1); 
Thr-ol = 2-Amino-butandiol-(1.3); Val-ol = 2-Amino-3-methyl-butanol-(1); Leu- 
ol = 2-Amino-4-methyl-pentanol-(1); Lys-ol = 2.5-Diamino-pentanol-(1); Glu-diol 
= 2-Amino-pentandiol-(1.5); Pro-ol = 1-Hydroxymethyl-pyrrolidin; §Di-DNP- 
Asp-dial = N-DNP, -O-DNP- Dienol-aminosuccin-dialdehyd. 

1 H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer-Verlag, Heidelberg 1956, 
Seite 9. 

2 C. Fromageot, M. Jutisz, D. Meyer u. L. Penasse, Biochim. biophy- 
sica Acta [Amsterdam] 6, 283 [1950]; W. GraBmann, H. Hérmann u. H. En- 
dres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]. 

3 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 88, 102 [1955]. 
4H. Jatzkewitz u. N. D. Tam, diese Z. 296, 188 [1954]. 
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Wir haben gefunden, daB eine ausgezeichnete Trennung von DNP- 
Aminoalkoholen mit einem System aus Thymol und 1-n.NaOH gelingt. 
Das Wanderungsverhalten der DNP-Aminoalkohole (s. Tabelle) ent- 
spricht dabei dem, wie man es fiir eine Chromatographie mit umge- 
kehrten Phasen zu erwarten hatte, d. h. DNP-Aminoalkohole mit langen 
lipophilen Resten wandern wenig oder nicht, kurzkettige DNP-Amino- 
alkohole dagegen wandern, entsprechend dem zunehmenden Uberwiegen 
ihres polaren Charakters, mit steigender Geschwindigkeit. DNP-Leu 
und DNP-OH, die im Gegensatz zu den DNP-Aminoalkoholen noch 
saure Gruppen enthalten, wandern mit sehr hohem Ry-Wert. 


Nach dem beschriebenen Verhalten méchten wir annehmen, daB 
aus der Lésung des Thymol-Na die Papierfaser vorzugsweise das Thymol 
festhalt und daB die Verteilung der DNP-Verbindungen im wesentlichen 
zwischen Thymol als stehender und Natronlauge als str6mender Phase 
erfolgt. 

Die Gegeniiberstellung der mit dem neuen Loésungsmittelsystem 
und mit dem friiher beschriebenen Gemisch aus Dekalin/10-proz. Essig- 
siure/Isoamylalkohol 15:10:4 erhaltenen Ry-Werte (s. Tabelle) zeigt 


Ry-Werte von DNP-Aminoalkoholen in Thymol/NaOH und in Dekalin/10-proz. 
Essigsiure/Isoamylalkohol 15:10:4 (l.c., LM ITI). 








Verbindung Thymol/NaOH LM III 
Semermeeg-Ol. ee ee ee 0 Ses 0,00 0,90 
ite eeye-Oll SS en ee 9,00 0,00 
ae eG lhe fo ivomic yh Satie ee Veo oa be 0,02 0,82 
DNP-2-Amino-butanol-(1)** ...... 0,04 0,74 
bi as ES A i ce a ne ae 0,05 0,77 
MONE ERO wrisiie o) 6. ie, one SOs 6 8h 0,12 0,65 
PON IDE. oie. eh oe So os Sy ey LES 0,29 0,53 

Vic) Gi |S aa ae ee a uP eae ern 0,35 0,50* 
Se C2) ee eee ee er 0,44 0,29 
JESSE USC TE. 20) lr ee are a 0,59 0,20 
DINE Aap-GiAl kk Gs es wt a ee 0,64 0,16 

BOIEPENNT-OL . o>.) es) es, ae oe wee 0,65 0,26* 
PIRUMIME MEO Soy Ss Se Sw 0,65 0,05 
MNP MOEN Eis. SE lack alpw: vache. 4: 0,67 0,70 
(leh a 0,68 0,09 
PEON. ns cs ethene 2a Goosd 0,79 0,92 








* Werte bisher nicht veréffentlicht; ** entsteht bei der Reduktion von DNP-Methioninestern 
mit LiBH,*. 


deutlich, daB die Ry-Werte der DNP-Aminoalkohole mit fallender 
Kettenlinge beim Thymol/Natronlauge-Gemisch zu-, beim friiher be- 
schriebenen Lésungsmittel abnehmen. Bemerkenswert und nicht einfach 
zu deuten ist das Verhalten des Di-DNP-Lys-ol, das in beiden Systemen 
nicht wandert. DaB DNP-OH und DNP-Leu in beiden Lésungsmitteln 
hohe Ry-Werte zeigen, war dagegen zu erwarten. 
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In Verbindung mit dem friiheren Lésungsmittelgemisch erlaubt 
das neue Lésungsmittel, DNP-Aminoalkohole auch zweidimensional auf. 
zutrennen, was fiir ihre einwandfreie Identifizierung haufig vorteilhaft 
ist (s. Abbildung). 

Um sehr geringe Mengen von DNP-Verbindungen besser sichtbar 
zu machen und in Zweifelsfaillen die Identifizierung zu erleichtern, hat 
es sich als zweckmaBig erwiesen, die hellgelbe Eigenfarbe der DNP. 
Verbindungen durch Einwirkung von Ketonen und NaOH (Farbreaktion 


ee 3 


«?! 








Thymol/Natronlauge —=— 


Zweidimensionale Chromatographie in LM III und Thymol/1-n.NaOH. 
1: Di-DNP-Lys-ol; 2: DNP-Leu-ol; 3: DNP-Pro-ol; 4. DNP-Ala-ol; 5. DNP- 
* Gly-ol; 6: DNP-Glu-diol; 7: DNP-Ser-ol; 8: DNP-OH; 9. DNP-Leu. 


von Janovsky auf aromatische Polynitroverbindungen®) zu verstirken. 
Die DNP-Aminoalkohole werden dabei gelborange bis rot gefairbt, DNP- 
OH bleibt rein gelb, die DNP-Aminosiuren geben eine rote Farbung. 
Die Farbe halt einige Stunden an. 


Beschreibung der Versuche 


Es ist notwendig, das zu verwendende Chromatographiepapier (Schleicher 
& Schiill 2043 bM) vor Gebrauch gut mit Ather zu waschen, andernfalls werden 
mit der Lésungsmittelfront gefarbte Verunreinigungen herausgespiilt. 

Als Lésungsmittel wird eine 12,5-proz. (G/V)-Lésung von Thymol in 1-n. NaOH 
hergestellt, und zwar wird iiber kleiner Flamme unter gelegentlichem Schiitteln 
auf etwa 50° erwirmt, wobei das Thymol schmilzt und in Lésung geht. Nach dem 
Abkiihien unter Leitungswasser auf Zimmertemperatur ist die Lésung homogen 
und farblos, falls nicht zu hoch erhitzt wurde. 


5 J. V. Janovsky u. L. Erb, Ber. dtsch. chem. Ges. 19, 2155 [1886]; R. W. 
Bost u. F. Nicholson, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 7, 190 [1935]. 
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Die Chromatographie wurde nach der horizontalen Methode in kleinen Wannen 
yon den AusmaBen 20 x 30 cm durchgefiihrt®, in denen die Trennung in 5—6 Stdn. 
beendet ist. Man laBt die Chromatogramme an der Luft trocknen, da bei héherer 
Temperatur das Papier durch das Thymol dunkel verfarbt wird. 

In vielen Fallen empfiehlt es sich, die EKigenfarbe der DNP-Aminoalkohole 
zu verstirken. Dies gelingt, wenn man statt des von Janovsky® beschriebenen 
Acetons ein Gemisch der schwerer fliichtigen Ketone Acetophenon und Benzo- 
phenon verwendet. Man bespriiht das luftgetrocknete Chromatogramm zuerst mit 


dem folgenden Gemisch: 

25,0 ml Dioxan, 25,0 ml Tetrahydrofuran, 2,5 ml Acetophenon, 0,5 g Benzophenon 
und unmittelbar anschlieBend mit 10-proz. NaOH. Das nasse Chromatogramm 
wird 3 Min. im Trockenschrank bei 100—105° belassen und dann an der Luft 


getrocknet. 
Zusammenfassung 


Es wird ein neues Loésungsmittelgemisch zur Papierchromato- 
graphie von DNP-Aminoalkoholen und anderen DNP-Verbindungen 
beschrieben, die bei der Carboxyl-Endgruppen-Bestimmung nach der 
DNP-Reduktionsmethode?* entstehen. Das Entwicklungsgemisch be- 
steht aus einem System von 12,5% Thymol in 1-n.NaOQH (Gew./ 
Vol.), in welchem das Wanderungsverhalten einer Chromatographie mit 
umgekehrten Phasen entspricht, d. h. DNP-Aminoalkohole mit langen 
lipophilen Resten wandern wenig oder nicht, kurzkettige entsprechend 
dem zunehmenden Uberwiegen ihres polaren Charakters mit steigender 
Geschwindigkeit, DNP-Leu und DNP-OH mit sehr hohem Ry-Wert. 
In Verbindung mit den bereits bekannten Lésungsmittelgemischen er- 
laubt das neue Lésungsmittel erstmalig, DNP-Aminoalkohole auch zwei- 
dimensional aufzutrennen. Die hellgelbe Eigenfarbe der DNP-Verbin- 
dungen auf den Chromatogrammen wurde durch Einwirkung von schwer- 
flichtigen Ketonen und Natronlauge verstirkt. 


Summary 


A new solvent mixture is reported for the paperchromatogra- 
phy of DNP-amino alcohols and other DNP-compounds which arise 
during determination of carboxyl end groups by the DNP-reduction 
method. The new developing mixture consists of a system of 12,5 wt.- 
vol. % thymol in 1 N-NaOH, in which the migration relationships are 
reversed so that the developing step corresponds to reversed phase chro- 
matography. That is to say, DNP-amino alcohols with long lipophilic 
residues migrate little or not at all, those with shorter chains and cor- 
respondingly greater polar characters migrate with increasing ease and 
DNP-Leu and DNP-OH migrate with very high Ry-values. In combina- 
tion with already-known solvent mixtures the new solvent allows for the 
first time the two-dimensional separation of DNP-amino alcohols. The 
bright yellow charakteristic color of DNP-compounds on the chromato- 
gram is intensified by the action of difficultly-volatile ketones and NaOH. 


® R. Strobel, Dissertation, Univ. Munchen 1957. 
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Uber das Vorkommen einer neuen Purinbase C,H,N; 
im Riesenkieselschwamm (Geodia gigas) 
Von 
D. Ackermann, P. H. List und H. G. MenBen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie 
der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1958) 


Vor einiger Zeit berichteten wir! iiber das Vorkommen einer bisher 
nicht beschriebenen Purinbase C,H,ON,, in dem Riesenkieselschwamm 
(Geodia gigas), die wir Herbipolin nannten und deren Konstitution 
wir als 7.7-Dimethyl-2-amino-6-hydroxy-purin (7-Dimethyl-guanin) er- 
mittelten. Daneben fand sich Adenin in gleichfalls gewichtsanalysier- 
baren Mengen. Das Material stammte aus der Nordsee (Zoologische 
Station Kristineberg, Schweden). 

Nun hatte im Jahre 1924 der eine von uns? mit Holtz und Rein- 
wein bei der Untersuchung des gleichen Schwammes auBer 2 Basen 
unbekannter Konstitution noch Agmatin, Guanidin, Glykokoll- 
betain und Dimethylhistamin sowie eine Purinbase der Formel 
C,H,N, als Pikrat und Sulfat isoliert, aber iiber ihre Konstitution 
mangels Materials nichts aussagen kénnen. Wenn auch eine N-Methyl- 
bestimmung nicht vorlag, vermuteten wir damals, da8 es sich um ein 
N-Methyladenin handele. Das Material stammte aus dem Mittelmeer 
(Zoologische Station Rovigno), und da wir in dem Schwamm aus der 
Nordsee neben Herbipolin und Adenin die Purinbase C,H,N, nicht 
wiederfanden, begannen wir jetzt eine dritte Untersuchung mit einem 
Riesenkieselschwamm, der gleichfalls aus dem Mittelmeer, diesmal aller- 
dings von der griechischen Ostkiiste (Volos) kam. — In der Tat fanden 
wir die Base C,H,N, hier wieder, vermiften aber Adenin und Her bi- 
polin. Statt Dimethylhistamin fand sich Histamin, allerdings in 
viel geringerer Menge als im Schwamm-Material der schwedischen 
Kiiste* und daneben wieder Agmatin. Offenbar spielen hier Standort- 
unterschiede eine Rolle. Wenn auch in der Tierwelt unseres Wissens 
derartige Einfliisse noch nicht beobachtet worden sind, so weiB man 
davon doch in der Pflanzenwelt schon lange. So ist z.B. der Alkaloid- 
gehalt des Mohns sehr wechselnd je nach den Lindern, in denen er 
geerntet wird. 


1 D. Ackermann u. P. H. List, Naturwissenschaften 44, 513 [1957]; diese 
Z. 308, 270 [1957]; 309, 286 [1957]. 
2 D. Ackermann, F. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 82, 278 [1924]. 
3 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 274 [1957]. 
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Die Bruttoformel C,H,N, lieB sich durch Analysen der freien Base, 
des Pikrates, Chloraurates und Hydrochlorides sicherstellen. — Mit der 
Ermittlung der Konstitution haben wir begonnen, bediirfen aber bis zur 
endgiiltigen Klarung derselben neuer Materialmengen. 

Es lag die Vermutung nahe, daB es sich um Methyladenin handelte, 
zumal eine N-CH,-Gruppe ermittelt wurde und die NH,-Gruppenbestim- 
mung nach van Slyke negativ verlief. Uberraschenderweise war aber 
die gefundene Base nicht identisch mit 2 Praparaten von 6-Methy]l- 
amino-purin verschiedener Herkunft*, die in allen Eigenschaften unter 
sich tibereinstimmten. Im Papierchromatogramm hatten die beiden 
synthetischen Produkte,einen Ry-Wert von 0,69, waihrend unsere Base 
bei 0,42 lag. Die Schmelzpunkte der Goldsalze und Pikrate stimmten 
nicht tiberein, Mischschmelzpunkte zeigten deutliche Depression. 
Dariiber hinaus reagierten die freien Basen der Vergleichssubstanzen 
neutral, wahrend unsere Verbindung alkalisch reagiert. Die letzte 
Beobachtung scheint auch die Méglichkeit eines 2- oder 8-Methylamino- 
purins auszuschlieBen, da diese Verbindungen ahnlich dem Methyladenin 
reagieren miiBten. 

UberlegungsmaBig kimen nun noch folgende Verbindungen in Be- 
tracht: 6-Amino-7-methyl-purin, 8-Amino-7-methyl-purin, 8-Amino-9- 
methyl-purin und 6-Amino-9-methyl-purin. Beide Substituenten im 
Pyrimidinring verbieten sich wegen der ermittelten H-Werte. 

Die scheinbare Diskrepanz zwischen der negativen van Slyke-Be- 
stimmung und den oben aufgestellten Formeln 1aBt sich nach Beh- 
rend’, Erlenmeyer® und anderen durch die Entstehung stabiler Azo- 
verbindungen, die iiber das benachbarte N-Methyl sich zum Ring 
schlieBen, erklaren. Allerdings schlieBt das die Verbindung 6-Amino-9- 
methyl-purin aus. Am wahrscheinlichsten erscheint uns die Gruppierung 
des 7-Methyl-adenins, also 6-Amino-7-methy!-purin, von dem aus die 
Konstitutionsermittlung des aus dem Kieselschwamm isolierten Stoffes 
weiter betrieben werden wird. 


Beschreibung der Versuche 


32 kg Stiicke von Geodia gigas aus Griechenland wurden vom Konservierungs- 
alkohol durch Kolieren und Auspressen befreit, mit Wasser ausgekocht und noch- 
mals ausgepreBt. Nachdem ein Bodensatz des waBr. Extraktes durch Zentrifu- 
gieren beseitigt war, wurden die alkoholischen und waBr. Extrakte im Umlauf- 
verdampfer auf:etwa 4 1 gebracht. Es folgte eine Fallung mit 2 1 20-proz. Trichlor- 
essigsiure, die abzentrifugiert und gewaschen wurde, und eine weitere Fallung 
durch Zugabe von 1500 g Bleiacetat unter starkem Riihren. Nachdem die Blei- 
fallung auf der Zentrifuge abgetrennt und gewaschen war, beseitigten wir aus der 
Losung den gréBten Teil des iiberschiissigen Bleis durch Schwefelsiure. Beim 





4 R. Behrend, Liebigs Ann. Chem. 245, 213 [1888]. 

5 H. Erlenmeyer u. W. Schoenauer, Helv. chim. Acta 24, 172E [1941]. 

* Sie wurden uns freundlicherweise von Mrs. Gertrude Elion, Welcome 
Research Laboratories Takahoe 7, New York, und Mr. D. B. Dunn, Agrikultural 
Research Council, Cambridge (England), zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch 
an dieser Stelle unseren Dank aussprechen méchten. 
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Einengen schied sich nochmals Bleisulfat ab, von dem abfiltriert wurde. Jetzt 
extrahierten wir bei schwefelsaurer Reaktion viermal mit Ather, um vor allem 
die iiberschiissige Trichloressigsiure los zu werden, worauf in der entiatherten 
Lésung eine Fallung mit 41 Phosphorwolframséure (PWS) vorgenommen wurde § Grit 
(500 g PWS + 11 5-proz. Schwefelsiure). Die aus der mit 5-proz. Schwefelsiure § Mo; 
gewaschenen PWS-Fallung in bekannter Weise gewonnene freie Basenlésung 
wurde im Vak. stark eingeengt, um das Ammoniak zu beseitigen. Nach Ansauern 2 
mit Schwefelséure und erneutem Einengen lieBen sich mit Methanol 51 g Kalium. — His 
sulfat abtrennen. Das Methanol wurde wieder abdestilliert und nun folgte aus 
etwa 400 ccm bei schwefelsaurer Reaktion eine Fallung mit festem Silbernitrat, 
bis kein Niederschlag mehr entstand. Der abgesaugte Niederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Silber befreit, worauf nach Durchliiftung eine erneute 
Fallung mit PWS folgte. Den abgesaugten Niederschlag wuschen wir so lange mit § W# 
5-proz. Schwefelsdure, bis das Filtrat frei von Salpetersiure war. Die nun aus der § con 
PWS-Fallung in bekannter Weise gewonnene Lésung der freien Basen der Purin- § gg ¢ 
fraktion schied nach dem Einengen schéne, weifBe, in Wasser ziemlich schwer 
lésliche Kristalle ab, die nach dem Waschen mit Alkohol 1,332 g wogen. 

Die Base wurde viermal umkristallisiert. Ihre Lésung reagierte immer noch 
alkalisch und war optisch inaktiv. Sie zeigte einen Rr-Wert von 0,42 (Butanol) 
Eisessig/Wasser 6:1:2, Entwicklung mit Fearons Reagenz °). 

Auch hier zeigte sich, daB die N-Werte bei der Dumas-Bestimmung, wie bei 
anderen Purinbasen, etwas zu niedrig ausfielen. 4,954 mg Sbst.: 8,730 mg CO,, 
2,200 mg H,O. — 2,152 mg Sbst.: 0,897 ccm N, (25°, 726 Torr.). — 2,982 mg Sbst.: 
3,470 mg AgJ. 

C,H,N; (149,16) Ber. C 48,31 H4,73 N 46,96 (N-)CH, 10,08 

Gef. C 48,09 H4,97 N 45,61 (N-)CH, 7,45 

Auch bei der (N-)CH;-Bestimmung findet man regelmaBig etwas zu wenig. 
Pikrat 

4,186 mg Sbst.: 5,820 mg CO,, 1,070 mg H,0. 

C,H,N,; -CgH,0,N, (378,16) Ber. C 38,08 H 2,67; Gef. C 37,94 H 2,86 


Hydrochlorid 
5,944 mg Sbst.: 4,560 mg AgCl. 
C,H,N, - HCl (185,62) Ber. Cl119,10; Gef. Cl 18,98 


Chloraurat 

5,320 mg Sbst.: 1,770 mg CO,, 0,570 mg H,O, 2,530 mg Au. — 2,140 mg 
Sbst.: 0,176 com N, (30°, 715 Torr.). 

C,H,N,-2 HAuCl, (829,2) Ber. C8,69 H1,09 Au47,56 N 8,45 
Gef. C9,08 H1,20 Au47,56 N 8,70 

Aus der Silberbarytfraktion lieB sich ein schwerlésliches Flavianat isolieren, 
aus dem Agmatin als Pikrat (0,6 g) gewonnen wurde. 
C;H,,N,-2C,H,0,N, (588,36) Ber. C 34,67 H3,43 N 23,81 

Gef. C 34,48 H3,38 N 23,40 
Ry 0,14 wie Testpraparat (Butanol/Eisessig/Wasser 6:1:2). 

Ein leichter lésliches Flavianat enthielt in gleichfalls geringer Menge Hist- 
amin. Dies kam als Chloraurat zur Analyse. 

C;H,N,-2 HAuCl, (791,22) Ber. C7,59 H1,40 Au49,85 N5,31 
Gef. C7,92 H1,50 Au49,26 N 5,36 
Ry 0,13 wie Testpraparat (Butanol/Eisessig/Wasser 6:1:2). 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Universitats- 
bund Wiirzburg danken wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. Ferner 
Herrn Apotheker Dr. R. Janka und Herrn A. Hochhauser fiir die schwierige 
Beschaffung des Ausgangsmaterials. 


¢ P. H. List, diese Z. 808, 27 [1956]. 
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. Jetat Zusammenfassung 


fear In dem Riesenkieselschwamm (Geodia gigas), der von der Ostkiiste 
wurde | Griechenlands stammte, fand sich eine neue Purinbase C,H,N,. Die 
elsiure § Méglichkeiten ihrer Konstitution werden erértert. Dabei mu 6-Methyl- 
lésung § smino-purin ausgeschlossen werden. Daneben wurden Agmatin und 


saiuern ; A 
Histamin gefunden. 


alium. 

Ae Summary 

“a be In the giant siliceous sponge (Geodia gigas) of the eastern coastal 
ee nik waters of Greece a new purine base C,H,N,, has been found. Its possible 


us der | composition is discussed. As a result, 6-methylamino-purine is excluded 
'urin- § as a possible structure for this compound. In addition to the new purine 
schwer F base, agmatine and histamine were found. 
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Zur chemischen Konstitution 
des Lipoids der Gewebe-Thrombokinase 
Von 
Richard Kuhn und Peter Klesse 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1958) 


Trotz vieler alterer Arbeiten iiber den ,,thermostabilen“’ Aktivator 
der Blutgerinnung bestand bis vor wenigen Jahren keine Klarheit 
dariiber, welche Struktur fiir die Wirksamkeit des gerinnungsaktiven 
Lipoids ausschlaggebend sei. Die Hauptschwierigkeit lag in der mangeln- 
den Reinheit aller natiirlichen Lipoidfraktionen und in der undurchsich- 
tigen Beziehung zwischen der Menge aktiven Lipoids und der gefundenen 
Gerinngszeit. Merkwiirdigerweise steigerten z.B. Zusitze von an sich 
inaktivem Lecithin die Aktivitét von Kephalinpraiparaten auBerordent- 
lich? und bei Auftrennung natiirlicher Lipoidgemische zeigten die un- 
reinsten Fraktionen die héchste Aktivitit. 

Infolge der Entwicklung chromatographischer Methoden zur Rei- 
nigung der Kephaline® und der Fortschritte in der synthetischen Dar- 
stellung von Phospholipoiden*® gelang es in den letzten 3 Jahren, die 
Frage nach der fir die Gerinnungsaktivitit notwendigen Struktur im 
wesentlichen zu klaren. Poole und Robinson®’, O’Brien®® sowie 
Barkhan, Newlands und Wild!° fanden hoch gereinigtes Colamin- 
kephalin (aus Ei bzw. aus Hirn) aktiv. Poole und Robinson" wiesen 
als erste die Aktivitaét eines synthetischen Phosphatids nach: L-«- bzw. 
DL-«-Dimyristoylkephalin setzte die Gerinnungszeit von hochzentrifu- 
giertem ,,fettfreiem“‘ Plasma herab und vermehrte die Menge des ge- 
bildeten Thrombins, und zwar in demselben MaBe wie hochgereinigtes 


1M. M. Rapport, Nature [London] 178, 591 [1956]. 

2 E. Chargaff, J. biol. Chemistry 155, 387 [1944]. 

3 C. H. Lea, D. N. Rhodes u. R. D. Stoll, Biochem. J. 60, 353 [1955]. 

4 E. Baer, J. Maurukas u. M. Russel, J. Amer. chem. Soc. 74, 152 [1952]. 

> E. Baer, D. Buchnea u. A. G. Newcombe, J. Amer. chem. Soc. 78, 232 
[1956]. 

6 J.C. F. Poole u. D. 8S. Robinson, Quart. J. exp. Physiol. cognate med. Sci. 
41, 31 [1956]. 

? D.S. Robinson u. J. C. F. Poole, Quart. J. exp. Physiol. cognate med. Sci. 
41, 36 [1956]. 

8 J.R O’Brien, J. clin. Pathology 9, 47 [1956]. 

® J.R. O’Brien, Lancet 1956, II, 232. 

10 P. Barkhan, M. J. Newlands u. F. Wild, Lancet 1956, II, 234. 

u J.C. F. Poole u. D.S. Robinson, Quart. J. exp. Physiol. cognate med. 
Sci. 41, 295 [1956]. 
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Ei-Colaminkephalin. Rouser, Schloredt und White!®}* reinigten 
Colaminkephalin durch Chromatographie an Kieselsiuregel-Saulen®. 
Sie fanden es hochaktiv bei Testung an plattchenarmem Plasma und 
untersuchten die Beziehungen zwischen Zahl der Doppelbindungen und 
Stiirke der Gerinnungswirksamkeit. Kuhn und Klesse?* synthetisier- 
ten stickstofffreie, dem Kephalin analog gebaute Phospholipoide, die 
nach Rekombination mit Gewebe-Thrombokinase-Eiwei8 hochaktiv 
waren. Damit war wohl erwiesen, daB es die Kephalinstruktur eines 
Lipoids ist, die zusammen mit dem EiweiBfaktor des Gewebes Thrombo- 
kinaseaktivitat entfaltet. Die Entbehrlichkeit der Aminogruppe und die 
wesentliche Bedeutung der ungesittigten Fettsaurereste fiir die Wirk- 
samkeit wurde bereits diskutiert!2-. Durch die folgenden Untersuchun- 
gen an weiteren synthetischen Phospholipoiden konnten wir AufschluB 
iiber die Bedeutung der optischen Aktivitét der zugrundeliegenden 
Glycerinphosphorsiure sowie der cis-trans-Isomerie der ungesattigten 
Fettsaéuren gewinnen. 

Testmethode. Die Wahl des Testes ist von grundsatzlicher Be- 
deutung, da das Testsystem weitgehend dariiber entscheidet, welche 
Verbindungen man noch aktiv findet. Uns kam es darauf an, die Grund- 
struktur, die noch Aktivitat zeigt, zu ermitteln. Daher bauten wir das 
Verfahren von Studer?® (vgl. auch Milis!”) der Rekombination von 
Lipoid und Thrombokinase-Eiwei8 zu unserem Standardtest aus. 
Erstens umgeht man dadurch Schwierigkeiten bei der Emulgierung, da 
mit Hilfe des Thrombokinase-EiweiBes noch Lipoide emulgiert werden 
kénnen, die in reiner Kochsalzlésung iiberhaupt nicht mehr emulgierbar 
sind (z.B. bromiertes Kephalin); zweitens laBt sich dabei das Verhaltnis 
Lipoid/Thrombokinase-Eiwei8 genau variieren (das Verhaltnis der fer- 
tigen Gewebe-Thrombokinase zu den anderen Gerinnungsfaktoren im 
Testsystem wird danach in einer Verdiinnungsreihe abgestuft); drittens 
ist man nicht auf plattchenfreies Plasma (z.B. auf Hihnerplasma) mit 
langen Gerinnungszeiten angewiesen, in die noch die Wechselwirkung 
mit den Plasmafaktoren VIII, IX, X eingeht, sondern man kann nor- 
males Citratplasma mit Gerinnungszeiten von 45—180 Sekunden (25°) 
verwenden, da die Wirkung der Blut-Thrombokinase erst spater einsetzt. 

Da dieser Test in erster Linie ein Ma8 fiir die Schnelligkeit der 
Thrombinbildung darstellt, erginzten wir ihn durch einen 2-Stufen- 
Test, der die Menge des gebildeten Thrombins in Abhangigkeit von 
der Zeit angibt. 








122 G. Rouser, 8. G. White u. D. Schloredt, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 28, 71 [1958]. 

13 G, Rouser u. D. Schloredt, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 81 
[1958]. 

14 R. Kuhn u. P. Klesse, Naturwissenschaften 44, 352 [1957]. 

15 R. Kuhn u. P. Klesse, Transactions of the 6th Congress of the European 
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Die Abhangigkeit der Gerinnungszeiten vom Verhaltnis Lipoid) ist 


Thrombokinase-EiweiB zeigt Tab. 1. sole 


Tab. 1. Gerinnungszeiten (Sek.) in Abhaingigkeit vom Verhialtnis Lipoid/Eiwei8 Ak 
(Lipoid = Atherauszug aus acetongetrocknetem Rinderhirn). ; 








esloes . lt 
Nr. Lipoid/EiweiB (mg) Verdiinnung der Thrombokinase a 
1/5 "yg "9 
Zu 
1 EE verve!) poi hementel abl> 85 75 me 
2 V3) Ra ra ae ere 48 50 60 PA 
bey ORS aa 46 65 - 
+ Mose MS eee ey 180 200 
5 EiweiB allen. . . ... 280 240 














Auffallend ist die abrupte Abnahme der Aktivitaét bei Verminde- 
rung des Verhiltnisses Lipoid/EiweiB von 0,5:5 auf 0,15:5. Dieselbe 
Lipoidmenge, die in Versuch Nr. 4 (Verdiinnung 1/,) praktisch inaktiv 
ist, ergibt in Versuch Nr. 2 beim Verhiltnis 1,5:5 (Verdiinnung '/,,) 
eine Gerinnungszeit von 60 Sek., die auch durch Zusatz der entsprechen- 
den Menge emulgierten (evtl. hemmenden) Thrombokinase-EiweiBes 
héchstens auf 65—70 Sek. verlangert wird. 

Dieser Befund weist darauf hin, daB pro Eiweimolekiil eine Min- 
destmenge Lipoid notwendig ist; wenn diese unterschritten wird, kommt 
es offenbar niclit mehr zur Bildung von kolloidalen Lipoid-EiweiB- 
teilchen mit derjenigen Oberflichenstruktur, die fiir die Aktivitaét not- 
wendig ist. Eine solche abrupte Aktivitatsabnahme war bisher nicht 
beobachtet worden, und zwar wohl deshalb, weil das Lipoid immer in 
waBrigem Milieu mit dem Eiwei8 zusammengebracht worden war, so 
daB kolloidale Lipoidteilchen vorgebildet waren und die Verteilung auf 
das EiweiB nicht so gut sein konnte wie bei unseren Rekombinations- Li 








versuchen unter Verwendung von Lipoiden, die in Chloroform homogen Ge 
gelost sind. 

Uber die Aktivitaét von Gemischen eines aktiven und eines in- ( 
aktiven Lipoids unterrichtet Tab. 2. Bei Verminderung des aktiven : 
Lipoids auf 25% ist die Aktivitiatsabnahme schon sehr deutlich, bei 10% re 
Tab. 2. Gerinnungszeiten (Sek.) in Abhangigkeit vom Verhaltnis aktives Lipoid, Li 

inaktivem Lipoid. an 
Gesamtmenge an Lipoid stets 1,5 mg auf 5 mg EiweiB; aktives Lipoid: Ather- ke 
auszug aus Rinderhirn; inaktives Lipoid: Atherauszug aus Rinderhirn, katalyt. de 
hydriert. hc 
y i ‘ er 
akt. Lipoid/inakt. Lipoid V perenne der a Fc i 
/3 | /s ke 
[ee ae 45—55 50 
DS See er 60 70 te 
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ist praktisch keine Wirksamkeit mehr nachzuweisen. Das Ergebnis 
solcher Versuche hangt wesentlich von der Art sowohl des aktiven wie 
des inaktiven Lipoids ab; u. U. kommt es auch zu Steigerungen der 
Aktivitét (vgl. 1.c.1). 

Phospholipoide natirlicher Herkunft. Hinsichtlich der Er- 
gebnisse der Testung von Fraktionen natiirlicher Herkunft und daraus 
dargestellter Derivate sei auf unsere friiheren Arbeiten verwiesen!, 
Zur Aktivitét lysokephalinhaltiger Fraktionen sei noch folgendes be- 
merkt: Die Abbildung zeigt die Auftrennung der mit 95-proz. Essig- 
siure behandelten ,,Fraktion V“ von Folch (Colaminkephalin) durch 
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Verteilungschromatographie eines Colaminkephalin-Praparates 
(99-proz. Methanol/Benzin, Sdp. 68—80°). 


Linke Ordinate: Trockengewichte in mg je Réhrchen (e——---e); rechte Ordinate: 
Gerinnungszeiten in Sekunden nach Rekombination von je 1,5 mg Lipoid mit 5 mg 
Gewebe-Thrombokinase-EiweiB (0- --- 0). 


Gegenstromverteilung nach Debuch?*. Schon das Lipoid in Réhrchen 7 
zeigt hohe Aktivitit (80 Sek.). Diese Substanz ist klar wasserldslich. 
Wenn man nur 3% Kephalin aus Réhrchen 23 zumischt, so ist die 
Lésung deutlich triibe. Daraus kann man schlieBen, daB die Beimengung 
an Kephalin in Réhrchen 7 unter 3% liegt und die Aktivitat dem Lyso- 
kephalin zukommt. Andererseits findet sich die hohe Aktivitaét nur in 
den Réhrchen 7—9, in denen vorwiegend Lysckephaline mit langen, 
hochungesittigten Fettsiuren'® enthalten sind, nicht dagegen in den 
ersten Lysokephalinanteilen (Réhrchen 1—5). Offenbar kommt es auf 
den Sattigungsgrad und die Linge der Fettsiurereste in den Lyso- 
kephalin-Fraktionen an. 

Synthetische N-freie Kephalinanaloga. Die Synthesen erfolg- 
ten in Anlehnung an Baer, Buchnea und Newcombe’. Als Zwischen- 


18 H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 
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produkte konnten wir die Ba-Salze des L-« (bzw. D-x)-Glyceryl-athyl- 
phosphats (I) und des L-«-Glyceryl-n-propyl-phosphats (II) kristallisiert 
gewinnen. 
oH I: R = CH, -CH, R’=H 
II: R = CH, - CH, -CH ae: =e 
CH,-O—P—OR_ III: R= CH,-CH,NH, R’=Oleoyl *=1 


| 6 IV: R = CH, -CH, R’=Oleoyl *= 1 
HC*—O—R’ V: R= CH, . CH; R’ = Oleoyl *—=)p 
VI: R = CH,-CH,-CH, R’=Oleoyl . *= 1 

VII: R = CH, -CH, R’ = Elaidoyl * =1 

CH,—O—R’ VIII: R = CH, -CH, R’ = Palmitoyl * = 1 


Durch Umsetzung mit den entsprechenden Saurechloriden wurden 
aus I und II die gewiinschten N-freien Kephalinanaloga IV—VIII syn- 
thetisiert. und zum Schlu8 durch Gegenstromverteilung 8 von mitentstan- 
denen Lysoverbindungen abgetrennt. Dabei erhielten wir Zwischenfrak- 
tionen mit wachsendem Gehalt an Lyso-Verbindung, die haufig aktiver 
als die reinen Kephalinanaloga waren. Die Lysoverbindungen selbst 
waren dagegen bei allen Synthesen inaktiv. 

Eine Ubersicht iiber die 5 dargestellten Verbindungen IV—VIII 
und ihre Aktivitét enthalt Tab. 3. 


Tab. 3. Gerinnungsaktivitaét synthetischer Lipoide (Gerinnungszeit in Sek.). 

















? Verdiinnung der 
Nr : Substanz ea Thrombokinase 
. je 1,5 mg auf 5 mg EiweifB : a 
/ 3 / 9 
III | Dioleoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure-[/-amino- 
athylester] (Dioleoylkephalin), E. Baer, Toronto 56 65 
IV | Dioleoyl-t-glycerin-x-phosphorsaure-athylester 
COMER Seta rselann wags as. sy 6. oye 80 65 75 
V | Dioleoyl-p-glycerin-«-phosphorsaure-athylester 
(ee ERIS OS SSS Se SAE Sc a 65 75 
VI | Dioleoy]-L-glycerin-«-phosphorsaure-n-propy!]- 
MEUREAING-ISEME) cone 6 dw ek 65 75 
VII | Dielaidoyl-L-glycerin-x-phosphorsaure-athylester 
(oo SSE rate Sai Se Sere ar 63 78 
VIII | Dipalmitoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure-athyl- 
WONREINGRUMND) So ss ww 8 ew 180 230 
Atherauszug aus Rinderhirn ........ . 47 50 
physiol. NaCl-Lésung statt Thrombokinase-Lésg. 240 


Es zeigt sich, daB die N-freien Phosphorsiureester IV—VII nahezu 
die Aktivitét des L-x-Dioleoylcolaminkephalins (III) erreichen. Weder 
die optische Aktivitét der zugrundeliegenden Glycerinphosphorsaure 
(L- und D-Verbindung, IV und V, haben gleiche Aktivitat) noch die 
cis- bzw. trans-Konfiguration der Doppelbindung der Fettsaure (Olsiure- 
und Elaidinsiure-Derivat, IV und VII, sind fast gleich wirksam) ist 














Bd. 312 (1958) Lipoid der Gewebe-Thrombokinase 219 


von wesentlicher Bedeutung fiir die Gerinnungswirksamkeit *. Der Aus- 
tausch des Athylrestes gegen den dem Colaminrest isosteren Propylrest 
(VI) ibt ebenfalls keinen wesentlichen Einflu8 auf die Gerinnungswirk- 
samkeit aus. Deutlich zeigt sich dagegen wieder die Bedeutung der un- 
gesittigten Fettsiurereste. Die Dipalmitoylverbindung VIII ist im Ver- 
gleich zu den ungesattigten Verbindungen ITI—VII kaum noch wirksam. 

Priift man unsere N-freien synthetischen Lipoide [V—VIII als ein- 
fache Emulsion, ohne Thrombokinase-EiweiB, an plattchenarmem 
Plasma (Test nach Rouser?!2), so erweisen sie sich alle als praktisch 
inaktiv, obwohl sie leicht stabile Emulsionen bilden. Mischen wir aber 
diesen Praparaten einen Teil synthet. L-x-Dioleoyllecithin** zu (vor der 
Emulgierung in physiol. NaCl-Lésung werden die Lésungen der beiden 
Lipoide in Chloroform vermischt) oder nehmen wir Zwischenfraktionen 
der Gegenstromverteilung, die noch Lysoverbindung enthalten, so zeigt 
sich auch hier eine erhebliche Aktivitat, die fast so groB wie die synthet. 
L-«-Dioleoylcolaminkephalins ist, allerdings nicht die Aktivitaét eines 
Chloroformextraktes aus Hirn erreicht. Nur das Dipalmitoyl-Praparat 
VIII erweist sich — wie zu erwarten — auch in solchen Kombinationen 


als inaktiv. 
Beschreibung der Versuche 


Testmethode 


Darstellung des Gewebe-Thrombokinase-EiweiBes: Nach Char- 
gaff!® wird 1 kg Rinderlunge von gréBeren GefiBen, Bronchien und Pleura be- 
freit, mit Wasser gut gewaschen, im Fleischwolf und danach kurz im Starmix 
zerkleinert und unter gelegentlichem Umschiitteln mit 11 physiol. NaCl-Lésung 
zweimal extrahiert (4°, je 12 Stdn.); es wird iiber Gaze filtriert und der Extrakt 
verworfen. Nach weiterer intensiver Zerkleinerung im Starmix wird erneut mit 1 | 
physiol. NaCl-Lésung extrahiert (4°, 24 Stdn.) und zentrifugiert. Der Uberstand 
wird bei 3000 U/min (2500xg) 2mal 30 Min. zentrifugiert, dann in der Ultra- 
zentrifuge bei 30000 U/min (80000 xg) nochmals 30 Min. Der Niederschlag wird ge- 
friergetrocknet: Trockengewicht etwa 5g. Das hellbraune Pulver wird mit 
Ather/absol. Alkohol 1:1 im Soxhlet 4 Stdn. erschépfend extrahiert. Das EiweiB 
(etwa 3g, 58%) ist im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur monatelang 
haltbar, ohne an Aktivitaét zu verlieren. 

Anriihren mit dem Lipoid zur Gewebe-Thrombokinase: Auf 5 mg 
EiweiB werden in einem kleinen Porzellanmérser 1,5 mg zu testendes Lipoid in 
Chloroform (im allgemeinen etwa 0,1 ccm, mitunter bis zu 2 ccm) gegeben. Wenn 
das Chloroform fast verdampft ist, wird mit dem Pistill gut vermischt, bis alles 
Lésungsmittel verflogen ist. Dann wird mit 0,1 cem physiol. NaCl-Lésung intensiv 
verrieben, spaiter mit 0,2 und 0,45 ccm, insgesamt also mit 0,75 ccm. Diese Lésung 


19 EK. Chargaff, D. H. Moore u. A. Bendich, J. biol. Chemistry 145, 593 
[1942]. 
* Um eine eventuelle Umlagerung der Doppelbindung des Elaidinsaéurerestes 
bei der hohen Destillationstemperatur des Chlorides auszuschlieBen, wurde Elaidin- 
siure in Ather bei Zimmertemperatur mit Thionylchlorid und Pyridin zum Saure- 
chlorid umgesetzt, und dieses auch unmittelbar zur Synthese verwandt. Ein so 
dargestelltes Priparat von VII hatte die gleiche hohe Aktivitét wie das im Ver- 
suchsteil beschriebene, zu dessen Darstellung im Hochvak. dest. Elaidinsiurechlorid 
gedient hatte. ; 

** Herrn E. Baer, Toronto, danken wir vielmals fiir die Uberlassung dieses 


Praparates. 
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wird als 1/, bezeichnet. Sie wird mit physiol. NaCl-Lésung auf 4/5, 4/9, 1/27, 1/g, usw. 
verdiinnt und als Thrombokinase-Lésung zum Test benutzt. 

Gerinnungsansatz: In ein Reagenzglas von 0,7 cm @ und 6,5 cm Lange 
wurden gegeben: a) 0,1 ccm menschliches Citratplasma, mit Kochsalzlésung auf !/, 
verdiinnt, b) 0,1 com Thrombokinase-Lésung und c) nach 30 Sek. 0,1 ccm m/40- 
Calciumchloridlésung. Das Plasma wurde bei —20° aufbewahrt und erst zum 
Versuch verdiinnt, die Lésungen waren nicht vorgewirmt. Das Reagenzglas wurde 
im Thermostaten (25°) so befestigt, daB es in einem Winkel von 40° zur Waage- 
rechten um seine Langsachse gedreht werden konnte, wobei eine Glaskugel von 
2mm (Q% den Eintritt der Gerinnung anzeigte®°, wenn sie sich bei der Drehung 
vom Boden abhob. Als Gerinnungszeit wird die Zeit tach Zugabe der CaCl,- 
Lésung angegeben. Es wurde jeweils ein bekanntes aktives Lipoid mitgetestet 
und die Spontangerinnungszeit (NaCl-Lésung statt Thrombokinase-Lésung) be- 
stimmt. Stets wurden mindestens zwei Verdiinnungsstufen gemessen, um den 
Gang der Gerinnungszeit mit der Verdiinnung zu beobachten. Die Verdiinnung !/, 
ergab praktisch regelmaBig kiirzere Gerinnungszeiten als 1/, oder 1/9. 

Bemerkungen: Wie bei Studer erreicht man mit der rekombinierten 
Gewebe-Thrombokinase fast so kurze Gerinnungszeiten wie mit der urspriinglichen, 
natiirlichen. Bezieht man aber auf gleiche Trockengewichte, so werden nach Rekom- 
bination nur 30—50% der urspriinglichen Aktivitat erreicht. Allerdings entspricht 
das optimale Verhaltnis Lipoid/EiweiB bei der rekombihierten mit etwa 1:3 
nicht dem bei der natiirlichen Thrombokinase mit 2:3. Das Thrombokinase-EiweiB 
allein hemmt in Normalplasma wenig, in plittchenarmem stirker. Die Zugabe des 
Lipoids in Chloroform statt in Ather (Studer) gab etwas héhere Aktivitaten und 
wurde daher bevorzugt, zumal manches atherunlésliche Lipoid noch chloroform- 
léslich ist. Parallelansitze mit dem gleichen Lipoid ergaben Schwankungen inner- 
halb weniger Sek., aber auch bei Abweichungen der eingewogenen Mengen um 
+ 20% waren die Sechwankungen gering, jedenfalls beim Verhialtnis Lipoid/KiweiB 
wie 1,5: 5. Wesentlich ist, daB das Lipoid aus dem Chloroform auf dem Eiweif 
antrocknet, nicht aber an der Porzellanwand. Wenn es namlich erst beim Emul- 
gieren der Kochsalzlésung mit dem Eiwei$ in Beriihrung kommt (vgl. Mills”), 
dann findet man bedeutend langere Gerinnungszeiten, z.B. 90 Sek. statt 50 Sek. 
(Verdiinnung 1/;). Die Art des Emulgierens des Lipoid-EiweiB-Komplexes in der 
physiol. NaCl-Lésung hat nur geringen Einflu8; mit dem Glas-Homogenisator 
hergestellte, sehr feine Emulsionen waren nicht aktiver als im Porzellanmérser 
hergestellte. Ob man von gréberen Partikeln abzentrifugiert hat oder nicht, ist 
auch nur von geringer Bedeutung. 





Praparate 
1. Isopropyliden-p-glycerin-a-phosphorsiure-athylester-phenylester 


Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Baer, Buchnea 
und Newcombe fiir die entsprechende $-Chlorithylverbindung. Der als gelb- 
stichiges Ol erbaltene Phorphorsauretriester (61 g) wurde im Hochvak. fraktioniert. 
Nach einem Vorlauf von etwa 5 ccm wurde zwischen 148 und 160° die Hauptmenge 
aufgefangen, wobei praktisch alles bei 151—156°/2-10-2 Torr (Bad: 175—185°) 
iibergirig; im Kolben verblieb ein braunes, festes Harz. Ausb. 42,5 — 45 g (57 
bis 60% d. Th., bez. auf «.6-Isopropyliden-p-glycerin), schwach gelbliches 
Ol. Durch die Destillation soll vor allem Diaithyl-phenyl-phosphat entfernt werden, 
da das Bariumsalz der Diathylphosphorsaure unter ahnlichen Bedingungen kristal- 
lisiert wie dasjenige des gesuchten Glycerinphosphorsaureesters. Die schwache 
Gelbfarbung des Destillats sowie die Zersetzung des Kolbenriickstandes bei wenig 
héherer Temperatur lassen den Schlu8 zu, daB der Triester nicht ganz rein war. 
Geringe Abweichungen der Drehung bei verschiedenen Priparaten weisen eben- 





20 H. E. Schultze, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
207, 173 [1949]. 
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falls darauf hin. [o]\®: + 1,1, d!9 1,18, [a]}?: + 0,93° (in Substanz). — [«],): + 5,4° 
(c = 10, Chloroform). 


C,,H.,0,P (3163) Ber. C53,16 H6,69 P9,79 
Gef. 53,17 H6,82 P9,93 


2. Isopropyliden-L-glycerin-«-phosphorsaure-athylester-phenylester 


Die Darstellung erfolgte genau nach 1. ausgehend von «. 8-Isopropyliden- 
t-glycerin. Zur Darstellung des benétigten Diisopropyliden-L-mannits vgl. 1.c.?'. 


3. Isopropyliden-p-glycerin-«-phosphorsaure-n-propylester-phenyl- 
ester 
Die Darstellung erfolgte nach 1., mit n-Propanol an Stelle von Athanol. Zur 
Hochvakuumdestillation kamen 21g roher Triester. Nach einem Vorlauf von 
2,7 ccm ging die Hauptmenge zwischen 155 und 163°/2-10-? Torr (Bad: 180—192°) 
iiber. Ausb. 15 g (60% d. Th., bez. auf «.f-Isopropyliden-p-glycerin), 
schwach gelbstichiges Ol. [a]}?: +1,3°, d!9 1,16, [a ]}?: +1,1° (in Substanz). — 
[x i: +4,8° (c = 10, Chloroform). 
C,;H,,0,P (330,3) Ber. C 54,54 H7,02 P9,38 
Gef. C 53,95 H6,77 P 9,80 


4. Ba-Salz des L-Glycerin-a«-phosphorsaure-athylesters (I) 

Ausgegangen wurde von 41 g Isopropyliden-p-glycerin-«-phosphor- 
siure-athylester-phenylester. Die Abspaltung der Phenylgruppe durch ka- 
talytische Hydrierung mit PtO, und der Acetongruppe bei py 2 in waBr. Lésung 
erfolgte nach Baer und Mitarbeitern ®. Die waBr. neutrale Losung des Ba-Salzes 
wurde im Vak. (Bad: bis 40°) verdampft. Der nicht ganz trockene Sirup wurde 
in etwa 50 ccm Methanol gelést, von Ungeléstem (BaCO,) abzentrifugiert und mit 
250 ccm absol. Alkohol versetzt. Nach etwa '/, Stde. war die Lésung zu einem 
Kristallbrei erstarrt, der nach 2stdg. Aufbewahren bei 4° abgesaugt wurde. Ausb. 
29,5 g (85% d. Th., bez. auf den Phosphorsauretriester; 48% d.Th., bez. auf 
«.B-Isoprolyden-p-glycerin). WeiBe, sehr lange Nadeln, Schmp. 178—180°. In waBr. 
Lésung wird die Ebene des polarisierten Lichtes nicht gedreht, in 2-n. Salzsiure 
dagegen nach links: [«]p: —1,3° (c = 10, 2-n. HCl). 

BaC, >H.,0,2P, (535,6) Ber. C 22,42 H4,52 P11,57 Ba 25,65 
Gef. C 22,52 H4,65 P11,46 Ba 25,34 

Bei der Bestimmung benachbarter Hydroxylgruppen mit Perjodsaure?? ent- 
sprachen 20,0 mg (37,3 mMol) Ba-Salz 7,40 ccm n/50-Natriumthiosulfatlésung, 
d. h. 99% d. Th. 

Das Ba-Salz ist in Wasser und 90-proz. Methanol sehr leicht léslich, weniger 
in trockenem Methanol und nur wenig in Alkohol, kaum in Dimethylformamid 
und in Pyridin. 

5. Ba-Salz des p-Glycerin-«-phosphorsaure-athylesters (I) 

Die Darstellung erfolgte genau nach 4., ausgehend von «.f-Isopropyliden-t- 
glycerin. WeiBe, sehr feine lange Nadeln. Schmp. 179—181°. [«]p: + 1,3° (c = 10, 
2-n. HCl). 

BaC,,H,,0,.P, (535,6)  Gef. C 22,73 H4,53 P 11,39 Ba 25,40 

Bestimmung benachbarter Hydroxylgruppen mit Perjodséure®*: 26,2 mg 
(4,89 mMol) Ba-Salz entsprachen 4,75 com n/25-Natriumthiosulfatlésung, d. h. 
97% d. Th. 

6. Ba-Salz des t-Glycerin-«-phosphorsaure-n-propylesters (II) 

Die Abspaltung der Phenylgruppe durch katalytische Hydrierung und der 
Acetongruppe bei, pH 2 in waBr. Lésung erfolgte wie unter 4. angegeben. Nach 


21 R. Kuhn u. P. Klesse, Chem. Ber. 91, 1989 [1958]. 
22 L. Voris, G. Ellis u. A. Maynard, J. biol. Chemistry 188, 491 [1940]. 
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Einengen der neutralen, waBr. Lésung des Ba-Salzes im Vak. wurde der nicht 
ganz trockene Sirup (aus 12 g Phosphorsduretriester) in 50 cem 95-proz. Alkohol 
gelést, von Ungeléstem (BaCO,) abzentrifugiert, mit 50 ccm Alkohol verdiinnt 
und die Lésung bis zur ersten Triibung unter Umschwenken mit Aceton (100 bis 
130 ccm) versetzt. Nach kurzer Zeit bzw. nach Animpfen begann die Kristallisa- 
tion, die durch Ablésen der Kristalle von der Wand und Umriihren beschleunigt 
wurde. Nach 2—3 Stdn. wurde abgesaugt. Ausb. 7,2 g (71% d. Th., bez. auf 
den Phosphorsauretriester; 43% d. Th., bez. auf Isopropyliden-p-glycerin), 
WeiBe Nadeln, zum Teil in Biischeln angeordnet, Schmp. 201—203°. [a]}?:—0,9° 
(c = 10, 2-n. HCl). 

BaC,,H,,0,.P, (563,7) Ber. © 25,57 H5,01 P 10,99 Ba 24,37 

Gef. C 25,74 H5,17 P 11,30 Ba 24,10 

Bestimmung benachbarter Hydroxylgruppen”?: 22,4 mg (39,8 mMol) Ba-Saiz 
entsprachen 3,90 ccm n/25-Natriumthiosulfatlésung, d.h. 98% d.Th. Das Ba- 
Salz ist leicht. léslich in Wasser, Methanol und Alkohol, kaum in Dimethylform- 
amid und in Pyridin. 


7. Na-Salz des Dioleoyl-L-glycerin-a-phosphorsaure-athylesters (IV) 

4g (7,46 mMol) des nach 4. erhaltenen Ba-Salzes wurden in 25 cem 
Dimethylformamid (iiber BaO getrocknet und destilliert) und 6 cem trockenem 
Pyridin suspendiert. Dazu wurden 10,8 g (36 mMol) Olsaurechlorid gegeben, 
zunachst in kleinen Portionen unter Umschiitteln, bis alles Ba-Salz in Lésung 
gegangen war, dann die zweite Halfte auf einmal. Die Lésung erwarmte sich auf 
30—40°. Nach eintagigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur unter gelegent- 
lichem Umschiitteln wurden 2 ccm Methanol zugegeben, nach weiteren 2 Stdn. 
die Lésungsmittel zunachst im Wasserstrahl-, dann im Olpumpenvakuum (Bad: 
bis 50°) entfernt. Der Riickstand wurde mit absol. Ather verriihrt. Ungeldstes 
BaCl, sowie Pyridinhydrochlorid wurden abfiltriert und mit absol. Ather ge- 
waschen. Die atherische Lésung (130 ccm) wurde in schneller Folge dreimal mit 
je 50 cem eiskalter 2-n. H,SO,, dann viermal mit je 40 cem konz. Natriumacetat- 
lésung ausgeschiittelt. Dabei blieb etwa 1/, des Athers in der waBr. Emulsion 
und wurde durch Zentrifugieren jeweils abgetrennt und wieder zur Hauptmenge 
zugegeben. So gingen nur geringe Mengen Lipoid in der waBr. Phase verloren. 
Die atherische Lésung wurde mit Na,SO, getrocknet, im Vak. eingeengt und bei 
40—50° im Olpumpenvak. getrocknet: 10 g eines gelbstichigen Ols. 

Diese 10 g wurden zunachst einer Gegenstromverteilung von 20 Schritten 
(99-proz. Methanol/Benzin, Sdp. 60—80°) unterworfen. Den Inhalt der ersten 
7 Rohrchen (7,3 g) haben wir dann erneut durch Gegenstromverteilung (Lésungs- 
mittel wie oben, GefaéBe mit 50 ccm je Phase, 250 Verteilungsschritte) aufgetrennt. 
Die gesuchte L-x-Dioleoylverbindung fand sich rein in den Réhrchen 12—21 vom 
Startpunkt an gerechnet. Ausb. 2,90 g (27% d. Th.). WeiBe, wachsartige Masse. 
Leicht léslich in Chloroform, Benzol, Ather, Alkohol und Methanol, kaum in 
Aceton; in physiol. NaCl-Lisung gut emulgierbar. [a]p: + 0,50° (ec = 10, Chloro- 
form). 

NaC,,H,,0,P (727,0) Ber. C 64,51 H10,54 P4,26 Na3,16 
Gef. C 64,95 H 9,78 P4,14 Na2,9 


Die Verbindung wurde auch wie unter 8. beschrieben dargestellt. 


8. Na-Salz des Dioleoyl-p-glycerin-a-phosphorsaure-athylesters (V) 

4g des nach 5. gewonnenen Ba-Salzes wurden wie unter 7. mit O1- 
siurechlorid umgesetzt. Nach Zugabe des Methanols wurde die Lésung unter 
Riihren in 125 ccm dest. Wasser eingegossen und nach Baer und Mitarbeitern > 
auf Ba-Salz aufgearbeitet. Dieses (4,4 g) wurde in 100 ccm Ather gelést und 3mal 
mit konz. Na,SO,-Lésung (je 30 ccm) ausgeschiittelt, wobei zur Trennung der 
Emulsion zentrifugiert wurde. Nach Trocknen der Atherlésung mit Na,SO, und 
Einengen im Vak. verblieben 4,2 g des Natriumsalzes, die der Gegenstromvertei- 
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lung wie in 7. unterworfen wurden (250 Verteilungsschritte). Die gesuchte D-a- 
Dioleoylverbindung fand sich in den Réhrchen 10—18. Ausb. 1,92 g (17,5% d. Th.). 
{a]p: —0,50° (c = 10, Chloroform). 

NaC,,H,,0,P (727,0) Gef. C 64,21 H9,79 P4,25 Na2,8 


9. Na-Salz des Dioleoyl-t-glycerin-«-phosphorsaure-n-propylesters 
(V1) 


4g (7,10 mMol) des nach 6. erhaltenen Ba-Salzes wurden mit 10,2 g 
(34 mMol) Olsaurechlorid wie unter 7. umgesetzt und aufgearbeitet. Die 
Gegenstromverteilung wurde nach 200 Verteilungsschritten abgebrochen. Die ge- 
suchte L-«-Dioleoylverbindung fand sich in den Roéhrchen 10—21. Ausb. 3,25 g 
(31% d.Th.). WeiBe, wachsartige Masse. Leicht léslich in Chloroform, Ather, 
Benzol, Alkohol und Methanol, kaum in Aceton. [a«]p: + 0,47° (c = 10, Chloro- 
form). 
NaC,,H,,0,P (741,0) Ber. C 64,83 H10,61 P4,18 Na3,10 
Gef. C 65,28 H10,14 P4,25 Na2,7 


10. Na-Salz des Dielaidoyl-u-glycerin-a-phosphorsadure-athylesters 
(VII) 


2,5 g (4,67 mMol) des nach 4. erhaltenen Ba-Salzes wurden mit 6,7 g 
(22,4 mMol) Elaidinsaiurechlorid* wie unter 7. umgesetzt und aufgearbeitet. 
Dabei wurde die kleine Gegenstromverteilung (20 Schritte) wegen der geringeren 
Substanzmenge weggelassen. Die gesuchte L-x-Dielaidoylverbindung fand sich in 
den Rohrchen 12—20. Ausb. 1,84 g (27% d. Th.). WeiBe, wachsartige Masse. Gut 
léslich in Chloroform, Benzol, Ather, Alkohol und Methanol, kaum in Aceton. 
La&t man eine Chloroformlésung langsam eindunsten, so kristallisiert der Riick- 
stand in Nadeln, die im polarisierten Licht Doppelbrechung zeigen. [«]p: + 0,56° 
(c = 10, Chloroform). 

NaC,,H,,0,P (727,0) Gef. C65,10 H9,64 P4,20 Na2,9 


ll. Na-Salz des Dipalmitoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure-athylesters 
(VIII) 

2,5 g (4,66 mMol) des nach 4. gewonnenen Ba-Salzes wurden mit 6,1 g 
(22,3 mMol) Palmitinsaurechlorid wie unter 7. umgesetzt und aufgearbeitet. 
Beim Ausschiitteln mit Natriumacetatlésung fiel ein groBer Teil des Lipoids 
itherunléslich aus. Dieses wurde in Chloroform aufgenommen und dann mit 
Natriumacetatlésung behandelt wie die Atherlésung. Die Chloroformlésung 
trennte sich auch in der Zentrifuge schlecht von der waBr. Schicht, so daB er- 
hebliche Verluste auftraten. Insgesamt kamen 4g zur Gegenstromverteilung 
(250 Schritte). Die gesuchte L-«-Dipalmitoylverbindung fand sich in den Réhrchen 
10—15. Ausb. 820 mg (13% d.Th.). WeiBe Substanz, die beim Stehenlassen 
durchkristallisiert (harte Kristalle). Gut léslich in Chloroform, Benzol und Methanol, 
schlechter in Alkohol und Ather (1—2% bei 20°; beim Abkiihlen scheidet sich 
die Substanz wieder ab), kaum in Aceton. [a]p: +0,64° (c = 5, Chloroform). 

NaC,;H,.0,P (674,9) Ber. C 62,28 H10,75 P4,59 Na3,51 

Gef. C 62,78 H10,11 P4,50 Na3,2 


Zu allen beschriebenen Lipoidsynthesen muff gesagt werden, da8 wir eine 
Erhdhung der Ausbeuten durch Anwendung héherer Temperatur bzw. eines 
gréBeren Uberschusses an Saurechlorid nicht angestrebt haben, da wir etwaige 
Umlagerungen vermeiden und auch die Lysoverbindungen zur Priifung im Ge- 
rinnungs-Test gewinnen wollten. 

* Kaufliche Elaidinsiure wurde einmal aus Alkohol und einmal aus Aceton 
umkristallisiert: Schmp. 44,5°. Daraus wurde mit Thionylchlorid (puriss. E. Merck) 
das Saurechlorid dargestellt und im Hochvak. destilliert. 
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Diskussion 


Man kann annehmen, da zwei Bedingungen iiber die Aktivitit 
bzw. Inaktivitét eines Lipoids in Gerinnungstesten entscheiden: 1. die 
Emulgierbarkeit und 2. spezifische ,,funktionelle“ Gruppen. Man wird 
nicht immer scharf zwischen beiden Bedingungen unterscheiden kénnen, 
wenn man ein Lipoid inaktiv findet. LaBt sich jedoch dieses inaktive 
Lipoid durch Zusatz eines an sich véllig inaktiven ,,Emulgators“ akti- 
vieren, so wird man annehmen, daf es iiber die notwendigen ,,funk. 
tionellen‘‘ Gruppen verfiigt. 


Bisher wurde im allgemeinen so getestet, daB man das Lipoid in 
waBriger Emulsion zu einem médglichst lipoidarmen Substratplasma 
(u. U. unter Zusatz von Russel-Vipern-Gift) zugab und dann die Blut. 
Thrombokinase-Aktivitat (bzw. die Russel-Vipern-Gift-Thrombokinase. 
Aktivitét) bestimmte. Hier hingt das Ergebnis entscheidend von der 
Emulsionsbildung bzw. von der Oberflichenbeschaffenheit der kol- 
loidalen Lipoidteilchen ab, die von geringen Verunreinigungen wiederum 
wesentlich beeinfluBt werden kann. In unserem Test wird das auf dem 
Gewebe-EiweiB angetrocknete Lipoid mit diesem Eiwei8 zusammen viel 
besser emulgiert. Dieser Test gibt daher besseren AufschluB iiber die 
, funktionellen“ Gruppen. Durch unseren Test werden sich auch Aus- 
sagen tiber die ,,funktionellen‘‘ Gruppen der Blut-Thrombokinase ge- 
winnen und die Ergebnisse aus verschiedenen Testsystemen genauer 
vergleichen lassen. 


Hauptargument gegen Kephalin als aktives Prinzip waren die Ver- 
suche von Hecht*’, der acetyliertes und desaminiertes Kephalin an 
Hihnerplasma hochaktiv fand. Rouser und Mitarbeiter? fanden 
Kephalinderivate ohne freie Aminogruppe (Kephalin nach Acetylierung 
oder nach Behandlung mit Ninhydrin, Phosphatidséuren) im Test mit 
Russel-Vipern-Gift aktiv, nicht dagegen an plittchenarmem Human- 
plasma. Wir!*?!> fanden synthetische stickstofffreie Kephalinanaloga 
nach Rekombination mit Thrombokinase-Eiwei8 hochaktiv. Diese syn- 
thetischen Praparate sind allerdings als solche bei Testung an plittchen- 
armem Humanplasma inaktiv, sie zeigen jedoch nach Zugabe von syn- 
thet. L-«-Dioleoyllecithin bzw. von Lysoverbindungen auch hier be- 
merkenswerte Aktivitaét. Alle diese Versuche méchten wir daher so 
deuten, da Colaminkephalin zwar das bzw. ein natiirliches aktives 
Phosphatid ist, aber die freie Aminogruppe ,,funktionell nicht not- 
wendig ist. 

Schwieriger zu beantworten ist die Frage nach der Bedeutung der 
ungesattigten Fettsiuren. Wihrend alle katalytisch hydrierten natiir- 


lichen Praéparate und alle synthetischen gesittigten Kephaline unwirk- | 


sam befunden wurden, konnten Poole und Robinson®" eine deutliche 
Aktivitaét von synthetischem Dimyristoylcolaminkephalin bei Zumischen 





*% EK. Hecht, Sang 21, 486 [1950]. 
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von Lecithin nachweisen. Rouser und Mitarbeiter }* schlieBen aus ihren 
Versuchen an reinem Colaminkephalin (natiirlicher Herkunft), da8 fir 
hohe Aktivitét hochungesattigte Fettsiuren notwendig sind. Wir!+1® 
fanden dagegen auch schon synthetische Praparate mit Ol- und mit 
Elaidinsiure (ohne weiteren Zusatz) nach Rekombination mit Gewebe- 
Thrombokinase-EiweiB sehr wirksam. Zieht man auBerdem in Betracht, 
daB natiirliche Phosphatidgemische hoher Aktivitét im Mittel auch 
nur 1 Doppelbindung/Fettséure enthalten, so scheint uns der Einflu8 
der Doppelbindungen im wesentlichen auf die Emulsionsbildung be- 
schrankt zu sein (Rouser: ,,die Ungesattigtheit der Fettsiuren kon- 
trolliert den Grad der Dispersion“). 

Die Frage nach der Bedeutung der Konfiguration der Glycerin- 
phosphorséure wurde.schon von Poole und Robinson" angeschnitten, 
die L-x- und DL-«-Dimyristoylkephalin etwa gleich wirksam fanden. 
Dieses Ergebnis lieB aber keinen sicheren SchluB auf die Aktivitat oder 
Inaktivitat der D-x-Verbindung zu. Wir synthetisierten die optischen 
Antipoden IV und V und fanden beide gleich wirksam. In diesem Zu- 
sammenhang sei erwihnt, daB Hecht und Shapiro” bei einem syn- 
thetischen $-Kephalin(«-Palmitoyl-c’ -linolenoyl - glycerin - 6 - phosphor- 
siure-[8-amino-iathylester]) zuweilen eine geringe Aktivitat feststellten. 
Die Unspezifitét hinsichtlich der Konfiguration der Glycerinphosphor- 
siure spricht gegen eine Beziehung von Lipoid zu Eiwei8 nach Art von 
,schliissel“ zu ,,SchloB‘‘, vielleicht im Sinne von Hjort® fir einen 
durch Ca?® zusammengehaltenen Komplex. 


Zusammenfassung 


Die Synthese der N-freien Phospholipoide IV—VIII wird be- 
schrieben. IV—VII, die ungesiattigte Fettsiurereste enthalten, sind als 
Gewebe-Thrombokinase hoch wirksam, und zwar unabhangig davon, 
ob die zugrundeliegende Glycerin-x-phosphorsaéure der D- oder L-Reihe 
angehért. Es macht sich auch nicht bemerkbar, ob die Fettsdurereste 
cis- oder trans-stiindige Doppelbindungen (Olséure bzw. Elaidinsaure) 
enthalten. Die Ergebnisse sprechen dafiir, daB die natiirlichen Aktiva- 
toren ungesittigte Kephaline sind. 

Die SchluBfolgerung, daB es nicht Kephaline sein kénnen, weil nach 
Acetylierung der Aminogruppe und nach Desaminierung aktiver Ke- 
phalinfraktionen natiirlicher Herkunft die Gerinnungswirksamkeit er- 
halten bleibt, 148t sich nicht aufrechterhalten, nachdem durch unsere 
Synthesen die Entbehrlichkeit der Colaminreste erwiesen ist. 

Die synthetisierten N-freien Kephalinanaloga IV—VII sind nur 
gerinnungsaktiv im Test mit Gewebe-Thrombokinase-Eiwei8B (aus 
Lunge). Testet man ohne Thrombokinase-EiweiB an plattchenarmem 
Plasma, so findet man praktisch keine Aktivitiat. 


2 EK. Hecht u. D. Shapiro, Thromb. Diath. haem. 1, 359 [1957]. 
25 P. F. Hjort, Scand. J. clin. Lab. Invest. 9 [1957], suppl. 27. 
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Summary 


Synthesis of the N-free phospholipoids [V—VIII is described. Com. 
pounds IV—VII, which contain unsaturated fatty acids, are highly active 
as tissue-thrombokinase regardless of the steric family (D- or L-) to 
which their basic glycerine-x-phosphoric acid structures belong. No 
influence on this activity is noticed when the double bond configura- 
tion of the fatty acid residue is changed from cis to trans as in 
exchanging oleic for eladic acid. These results indicate that the natural 
activators may be unsaturated kephalins. 

Although earlier workers were led to believe that the activator 
cannot be kephalin since the coagulative activity of naturally-derived 
kephalin fractions is retained after acetylating the amino groups or 
deamination, this conclusion now seems untenable in the light of our 
demonstration of the dispensability of the colamin residue. 

The synthetic N-free kephalin analogs IV—VII are only active 
coagulators when tested with tissue-thrombokinase-protein (from lungs). 
When tested without thrombokinase-protein using platelet-poor plasma 
they are almost inactive. 
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Uber Ommochrome, XII! 
Isolierung und Charakterisierung von Omminen 
Von 
Adolf Butenandt, Ernst Biekert und Bernt Linzen 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 

(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1958) 


Hans von Euler in dankbarer Verehrung zum 85. Geburtstag gewidmet 


Von den beiden Untergruppen der Ommochrome? — den niedriger 
molekularen Ommatinen und den héher molekularen Omminen — 
wurde bisher nur die erstgenannte eingehend bearbeitet. Durch Abbau- 
und Modellversuche sowie durch eine tibersichtliche Synthese konnte 
die Struktur eines charakteristischen Ommatins, des Xanthommatins, 
als Phenoxazonfarbstoff aufgeklart werden. Fiir zwei weitere Ommatine, 
Rhodommatin und Ommatin D, wurde die enge Verwandtschaft 
mit dem Xanthommatin gezeigt. Auch sie gehéren zur Klasse der 
Phenoxazone. Die Ommatine waren die ersten in der Natur aufgefun- 
denen Farbstoffe dieser synthetisch lange bekannten Stoffklasse'. 

Fir die Ommine standen entsprechende systematische Unter- 
suchungen noch aus. Da8 auch sie sich vom Tryptophan als Chromogen 
ableiten, konnte durch Versuche mit C-markiertem Tryptophan an 
Bombyx-Raupen gezeigt werden. 

Becker hatte eingehend den dunklen Augenfarbstoff der Mehlmotte, Ephestia 
kihniella Z., untersucht und ihn Skotommin benannt. Dabei hatte er verschiedene 
Fraktionen erhalten, die sich in ihrer Léslichkeit und ihrer Elementarzusammen- 
setzung unterschieden, andererseits aber doch einander so ahnlich waren, daB sie 
zueinander im Verhaltnis von Polymerhomologen zu stehen schienen. Becker kam 
zu dem SchluB, daB es sich bei dem Farbstoff um ein Substanzgemisch handele, das 
,aus einer groBen Zahl nahe verwandter, in ihren chemischen Eigenschaften und 
ihrer Zusammensetzung abgestufter und wenig verschiedener Komponenten be- 
steht‘. Sicher war aber schon damals, daB sich diese Farbstoffe deutlich von den 
Melaninen unterschieden, mit denen sie vorher vielerorts verwechselt worden waren. 

Das von Becker beschriebene Skotommin ist unléslich in allen organischen 
Lésungsmitteln und in sauren waBrigen Lésungen, loslich in mineralsaurem Alkohol, 
alkalischen waBrigen Liésungen, in konzentrierter Salzsiure, Ameisensaure, heiBer 
2-n. Schwefelséure und in siedendem Phenol. Skotommin wird, in Ameisensaéure 
gelést, durch Nitritzusatz zu einer gelben Stufe oxydiert, die sich durch Hydrogen- 
sulfit wieder zur roten Stufe reduzieren 14Bt. Durch Alkali wird es nur langsam an- 
gegriffen; es dialysiert nicht durch Kollodiummembranen. Diese beiden Eigen- 





1 XII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. R. Beckmann, Liebigs Ann. 
Chem. 607, 207 [1957]. 

2 E. Becker, ‘Biol. Zbl. 59, 597 [1939]. 

3 Zusammenfassung: A. Butenandt, Angew. Chem. 69, 16 [1957]. 

4 A. Butenandt u. G. Neubert, unverdffentlicht. 
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schaften dienen zur Unterscheidung von den Ommatinen, wahrend die Abgrenzung 
gegen die Melanine durch andere Léslichkeitseigenschaften und das abweichende 
Redoxverhalten gegeben ist. Analysen der verschiedenen Fraktionen ergaben 
54—57% C, 7—7,7% H, 11—15% N und in einer Fraktion 2,9% S. 

Neben dem Skotommin beschrieb Becker einen gelben Farbstoff, den er zur 
gleichen Klasse rechnete und Xanthommin nannte. Es muB zur Zeit offen gelassen 
werden, ob dieser Farbstoff zu den Ommochromen oder nicht viel eher zu den Pteri- 
nen gerechnet werden muB, worauf der hohe Stickstoffgehalt (18%) hinweist. 





Ommin aus Bombyx mori 


Bei der Wiederaufnahme dieser Arbeiten boten sich die Képfe des 
Seidenspinners Bombyx mori L., die bei den Arbeiten® tiber den Sexual- 
lockstoff des Seidenspinners und das Verpuppungshormon in gréBerer 
Menge anfallen, als geeignetes Ausgangsmaterial an. Versuche von 
Neubert® hatten darin das Vorkommen eines dem Skotommin ver. 
gleichbaren Farbstoffes angezeigt. 

Aus den in Methanol konservierten Képfen wurde das Ommin zu- 
nachst mit verdiinntem Ammoniak extrahiert. Dabei gingen jedoch 
groBe Mengen Protein mit in Lésung, die die weitere Reinigung behin- 
derten. Als vorteilhafter erwies sich eine griindliche Vorextraktion mit 
Ather und Benzol und mit Methanol, wobei ein groBer Teil von begleiten- 
den Farbstoffen entfernt wird. 

Das Ommin wird anschlieBend mit salzsaurem, schwefeldioxyd- 
haltigem Methanol herausgelést und kann nun aus der tief violetten 
Lésung durch Neutralisation, durch Zugeben iiberschiissigen Acetons 
oder durch vorsichtiges Einengen unter Zusatz von Wasser ausgefiallt 
werden. Man erhdalt einen dunkelvioletten, flockigen Niederschlag, der 
noch wechselnde Mengen EiweiB, fluoreszierende Verbindungen und 
braunliche Begleitfarbstoffe enthalt. 


Die weitere Reinigung des Ommins wird durch folgende seiner Eigen- 
schaften sehr erschwert: 1. Unléslichkeit in neutralen organischen Lé- 
sungsmitteln, 2. fehlendes Kristallisationsvermégen, 3. sehr starke Ad- 
sorbierbarkeit und 4. Instabilitét in alkalischer wie in saurer Lésung. 

Alle Versuche, den Farbstoff in priparativem MaBstab chromato- 
graphisch zu reinigen, sind zunichst fehlgeschlagen. Von Aluminium- 
oxyd 1éBt sich Ommin, selbst mit stirksten Elutionsmitteln wie Ameisen- 
siure/Salzsiure/Methanol, nur unvollstiindig ablésen. Auch an schwache 
Adsorbentien, wie Cellulosepulver oder Talkum, wird es fest gebunden. 
Bei einer Verteilungschromatographie an Kieselgur mit wassergesattig- 
tem Phenol trat weitgehende Zersetzung ein. 

Fir die Papierchromatographie kennen wir trotz zahlreicher Ver- 
suche bisher nur ein System® — Ameisensiure/Methanol/Salzséure 
15:3:1 —, in dem der dunkle Augenfarbstoff als einheitlicher Fleck 
wandert. Das System ist jedoch noch in vieler Hinsicht unzulanglich. 


5 A, Butenandt, Nova Acta Leopoldina, N.F. 17, 445 [1955]. 
6 G. Neubert, Dissertat., Tiibingen 1956. 
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Die starke Adsorption ]éBt auch eine papierelektrophoretische Trennung 
nicht gelingen. 

Da der Farbstoff bisher nicht kristallisiert, muBten wir uns damit 
begniigen, ihn auf méglichst vielfaltige Weise umzufallen und auszu- 
waschen. 

Zum Umfallen lést man den Farbstoff in sek. Natriumphosphatlésung, fil- 
triert oder zentrifugiert und séuert wieder auf py 3—4 an, wobei der Farbstoff 
quantitativ ausfallt. Wirksamer, aber weniger schonend ist die Umfallung aus kon- 
zentrierter Salzsiure durch Abstumpfen. Man kann den Farbstoff auch in salz- 
saurem Methanol oder Ameisensaure lésen und durch Neutralisation wieder aus- 


fallen. 
GroBe Mengen Protein lassen sich anfangs leicht entfernen, indem man den 


salzsauren methanolischen Extrakt zur Trockene bringt und vorsichtig mit kalter 
Pufferlésung von py 6,5—8 iibergieBt. Protein wird flockig aufgeschlammt und 
kann von den schwereren Ommin-Partikeln abgehebert oder abdekantiert werden. 

Auf gleiche Weise lassen sich auch Ommatine abtrennen: Sie lésen sich in neu- 
traler Pufferlésung in der Kalte wesentlich leichter als das Ommin. 


Ommin aus Crangon 


Ein leichter zugingliches Ausgangsmaterial zur Gewinnung von 
Ommin sind die Augen der Nordseegarneele (Crangon vulgaris L.). 
Sie lassen sich mit den Augenstielen leicht vom tibrigen Korper ab- 
trennen ; bei der Extraktion ist daher der Anteil an Ballaststoffen gering. 

Nach den oben beschriebenen Methoden wurden aus etwa 13000 
Augen 105 mg eines chromatographisch einheitlichen Farbstoffes isoliert. 
(Ry-Wert des Ommins in Ameisensiure/Methanol/Salzsiure [15:3:1]: 
0,70; Mittelwert aus 6 Chromatogrammen.) Seine UV- und IR-Spektren 
sind in Abb. 1—3 wiedergegeben. Die IR-Spektren der Ommochrome 
sind wenig ausgepragt, lassen sich jedoch zur sicheren Identifizierung 
jeweils mitheranziehen. Die polaren Strukturen mit vielen méglichen 
Assoziationszustinden fiihren zum Auftreten breiter verwaschener 
Banden. Auch die UV-Spektren der Ommine sind wenig charakteristisch, 
jedoch unterscheiden sie sich eindeutig von denen der Ommatine. 

Das Crangon-Ommin schmilzt nicht bis 380°; es zeigt das fiir Ommine 
kennzeichnende Léslichkeitsverhalten und gibt mit Schwermetallionen 
schwerlésliche Niederschlige. Das Ommin dialysiert nicht durch Cello- 
phanmembranen; erst nach sehr langer Dialyse beginnt sich das Dialysat 
schwach rosa anzufirben. Das deutet auf ein ungefihres Mol.-Gew. von 
600 hin (Vergleich mit Kongorot). 

Das Ommin zeigt, wie die Ommatine, ausgeprigtes Redoxver- 
halten. Die rote, reduzierte Stufe ist im Gegensatz zu den reduzierten 
Ommatinen stabil gegen Autoxydation in alkalischer Lésung. Ver- 
diinnte Lésungen in salzsaurem Methanol farben sich dagegen in wenigen 
Tagen gelb. Die Stabilitat des Ommins gegen alkalische Hydrolyse ist 
gréBer als die der Ommatine, jedoch wird der Farbstoff in 0,1-n. Natron- 
lauge innerhalb yon 24 Stdn. weitgehend zerstért. 

Die Elementaranalye des Ommins wird durch seine auBerst schwere 
Verbrennbarkeit stark beeintrachtigt. AuBer C, H, O und N wurde der 
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von Baumann’ zuerst festgestellte Schwefelgehalt von etwa 5% be. 
staitigt. Hatte man bisher auf Grund der genetischen Befunde 3-Hydroxy. 
kynurenin als einziges Chromogen des Ommins ansehen kénnen, so mu8 
man jetzt an weitere Bausteine oder einen nachtraglichen Einbau des 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. UV-Spektren des Ommins aus Crangon vulgaris in m/15-Phosphatpuffer, 
pu 7,5, ( ) und in 5-n.HCl (— — —). 
Abb. 2. UV-Spektrum des Ommins aus Crangon vulgaris in konz. H,SO,. 
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Abb. 3. IR-Spektrum des Ommins A aus Sepia officinalis® in KBr gepreBt. Das 
Spektrum des Crangon-Ommins ist damit identisch. 


Schwefels denken. Der sehr geringe Chlorgehalt zeigt, daB der Farbstoff 
beim Umfallen hauptsichlich als freie Siure, nicht als Hydrochlorid 
erhalten wird. 

7 U. Baumann, Dissertat., Tiibingen 1957. 


® Vgl. XVI. Mitteil.: A. Butenandt, G. Neubert u. U. Baumann, diese Z. 
814, im Druck. 
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Alkalischer Abbau von Omminen 


Da die bisher mitgeteilten Eigenschaften fiir die Charakterisierung 
von Omminen aus verschiedenem Tiermaterial nicht ausreichend sind, 
waren weitere Versuche zur Auffindung neuer Kriterien notwendig. 

Bei den Ommatinen hatte der Abbau mit 0,5-n. Natronlauge und 
Papierchromatographie der Abbauprodukte zu sehr ahnlichen Mustern 
fluoreszierender Stoffe gefiihrt, von denen zwei als Xanthurensaure 
und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon identifiziert wurden?*. Zu 
den gleichen Produkten fiihrt auch der alkalische Abbau der Ommine. 
Unter milderen Bedingungen — Erhitzen in 0,l-n. methanolischer 
Natronlauge oder in gesiattigter Barytlauge in heterophasischer Reak- 
tion — werden nur Spuren fluoreszierender Verbindungen abgespalten. 
Mit 2-n. Natronlauge bei 100° ist die Reaktion dagegen nach 2—3 Stdn. 
beendet. Unter den Abbau-Produkten wurden Xanthurensiure und 
2-Amino-3-hydroxy-acetophenon durch Vergleichschromatogramme in 
mehreren Systemen und durch Aufnahme der UV-Spektren von Eluaten 
identifiziert. 

Saurer Abbau von Omminen 

Wiahrend nach Becker das Skotommin bei Saéurehydrolyse nicht 
angegriffen wird, fanden wir, daB unter energischen Bedingungen aus 
Ommin eine gréBere Zahl von Spaltprodukten gebildet wird. Da das 
Ommin beim Erhitzen in konzentrierter Salzsiure nach einiger Zeit 
unléslich und dann nur noch wenig angegriffen wird, empfiehlt es sich, 
die Hydrolyse in einem Gemisch von konz. Salzsiure und Ameisensiure 
durchzufiihren. AuBer einem in Wasser unloslichen roten Spaltprodukt 
kann man papierchromatographisch iiber 10 Abbauprodukte durch ihre 
Fluoreszenz oder Ninhydrinreaktion nachweisen. Eines fallt durch seine 
kraftig griingelbe Fluoreszenz auf. Es wurde auf Grund seiner Farb- 
reaktion mit Ninhydrin (braunrot), Ehrlichs Reagenz (orange)? und 
Kaliumhexacyanoferrat(IIT) (gelb, mit Natriumdithionit Umschlag nach 
rot) als 3- Hydroxy-kynurenin angesprochen. 

Die Oxydation des 3-Hydroxy-kynurenins mit Kaliumhexacyanoferrat in neu- 
traler Lésung fiihrt zur Bildung von Xanthommatin, das sich durch sein Redox- 
verhalten oder den Ry-Wert bei Chromatographie im System Kollidin/0,5m.- 
KH,PO, 2:3 in der zweiten Richtung nachweisen laBt. Die Reaktion laBt sich auch 
zur Identifizierung anderer o-Aminophenole anwenden. Die dabei auftretenden 
Phenoxazone bzw. Phenylchinonimine verhalten sich von Fall zu Fall verschieden 
bei Reduktion und nachfolgendem Liegen an der Luft. Die Nachweisgrenze fiir 
3-Hydroxy-kynurenin liegt bei 0,5y/cm?, fiir geitibte Beobachter vielleicht noch 
darunter. 

Die Ry-Werte des Spaltproduktes stimmten in 5 papierchromato- 
graphischen Systemen mit denen des synthetischen 3-Hydroxy-kyn- 
urenins tiberein. Da auch die Maxima der UV-Spektren iibereinstimmen, 
diirfte die Identitat gesichert sein. 





- A. Butenandt, U. Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 586, 229 
[1954]. 
10 H. Hellmann, diese Z. 287, 205 [1951]. 
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Xanthurensiure (III) und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon (II) ent- 
stehen auch beim alkalischen Abbau von 3-H ydroxy-kynurenin (I) selbst®, 
Sie sind gegen Saure stabil. Da sie aber bei der sauren Hydrolyse nicht 
gefunden werden, ist nicht anzunehmen, da sie primaire Bestandteile 
des Ommin-Molekiils darstellen; wahrscheinlich entstehen sie beim al- 
kalischen Abbau in zweiter Reaktion aus primar abgespaltenem 3- 
Hydroxy-kynurenin (I): 


Wg 
| 
CO,H a = CO 
7 2 | iil | ae /NH, 
, ‘H-NH, CH-NH, a i 
CH, | @ : i 
ey | ms one / “NOH Il 
co Zz | co ! 
L JN y J HO. ,. /CO,H 
Jn _/~ 088, bee NH, cy O, 
| ares | ca x 
I | | ih OHe- a 
“No/ \ L “Nox 4 » ( i 
\ He i 
4 I \A7\op_ iT! 


Das Auftreten einer Reihe ninhydrinpositiver Substanzen bei 
sauer Hydrolyse lieB vermuten, daB das Ommin entgegen den Angaben 
Beckers einen Peptid- oder Protein-Antei] enthalten kénne. Daf 
natiirliche Phenoxazon-Farbstoffe mit Peptiden verbunden vorkommen, 
ist durch die Arbeiten von Brockmann iiber die Actinomycine gezeigt 
worden ?}, 

Alle EiweiB-Proben, die am Ommin durchgefiihrt wurden, verliefen 
jedoch negativ. Der Protein-Natur des Farbstoffes widersprechen auch 
seine Léslichkeit in trichloressigsaurem Methanol und sein Stickstoff- 
gehalt von weniger als 10%. 


Allgemeine Darstellungsmethode und Struktur der Ommine 


Die bei der Darstellung von Bombyx- und Crangon-Ommin verwende- 
ten Methoden miissen bei verschiedenen Ausgangsmaterialien etwas 
modifiziert werden. Einen generellen Aufarbeitungsgang, der sich bei der 
Untersuchung eines groBen Tiermaterials bewahrt hat, gibt das Schema. 

Aus den bisher beschriebenen Versuchen lassen sich tiber die 
Struktur der Ommine folgende Aussagen ableiten: 

1. Die Ommine besitzen ein chinoides System, dessen reduzierte, rote 
Stufe relativ stabil gegen Autoxydation ist. Sie enthalten als Bau- 
stein das 3-Hydroxy-kynurenin in entsprechender Bindung wie 
Xanthommatin. 


11H. Brockmann, G. Bohnsack, B. Franck, H. Gréne, H. Muxfeld 
u. C. Siling, Angew. Chem. 68, 70 [1956]. 
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Aufarbeitungsschema fiir Ommine. 


2. Neben C, H, O und N sind 5% S im Molekiil enthalten, was bei einem 
Mol.-Gew. von etwa 600 einem Schwefelatom entspricht. 
3. Die Ommine sind keine Eiweibstoffe. 


Die Abbauprodukte der alkalischen und sauren Hydrolyse eignen 
sich gut zur chemischen Charakterisierung von Omminen verschiedener 
Herkunft, da zum Abbau schon 1—2 mg ausreichen. In unseren syste- 
matischen Untersuchungen iiber die Verbreitung dieser Farbstoffe, 
iiber die in der folgenden Mitteilung! berichtet werden soll, haben wir 
diese Reaktionen, wo immer es moglich war, zur Identifizierung benutzt. 


, 12 X1V. Mitteil.: A.Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z.318, 251 
[1958]. 
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Beschreibung der Versuche 


Isolierung von Ommin aus Képfen von Bombyx mori 


11500 Képfe wurden bei 60°/40 Torr itber CaCl, und Paraffin 12 Stdn. ge | ™ 
trocknet (Trockengewicht 31 g), staubfein gemahlen und nacheinander mit Benzol, 


Aceton, Wasser, 0,01-n.Salzsaure und nochmals Wasser und Methanol extrahiert. At 
Dazu wurde das Material jeweils 1 Stde. mit dem Lésungsmittel geschiittelt und Ni 
dann abzentrifugiert (insgesamt 22mal). Die Extraktion wurde auf der Nutsche mit Bt 
Portionen von jeweils 40 m/ von 2-proz. salzsaurem, SO,-haltigem Methanol fort- sa 
gesetzt. Der dunkelrote Farbstoff war nach Durchlauf von 900 ml gréBtenteils ex- Al 
trahiert. Die Fraktionen, die nach papierchromatographischer Priifung im System esi 
Ameisensaure/Methanol/10-proz. Salzsiure 15:3:1 den reinsten Farbstoff enthiel- 
ten, wurden vereinigt (240 ml) und unter Zutropfen von Wasser im Vak. langsam de 
eingeengt. Der ausfallende Farbstoff wurde auf gleiche Weise umgefallt, mit Wasser 
und Aceton gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute an Rohommin betrug etwa ws 
50 mg. 

Reinigung des Bombyx-Farbstoffes durch Umfallen ge 


Das Rohommin wurde mit Athanol, dem etwas Eisessig zugesetzt war, bis zur 
Farblosigkeit des Uberstandes gewaschen. Der Riickstand wurde in konz. Salzsaure 
méglichst rasch gelést, zentrifugiert (weiBlicher Riickstand) und die braune Lésung 
nach Zufiigen von krist. Natriumacetat mit Natronlauge oder Ammoniak unter 
schnellem Umrihren auf pq 4 abgestumpft. Dabei fiel das Ommin aus und wurde 
von einem rotbraunlichen Uberstand abzentrifugiert. Diese Operation wurde wie- 
derholt. Der Niederschlag wurde dann in m/15-Na,HPO,-Lésung eufgenommen 
und nach Filtration durch ein gehartetes Filter mit wenigen Tropfen konz. Salzsaiure 
gefallt. Nach mehrfacher Umfallung wurde mit halbkonzentrierter Salzsaure, verd. 
Essigsdure und Aceton gewaschen und getrocknet: 36 mg eines schwarzvioletten, 
amorphen Pulvers. 


Eigenschaften des Bombyx-Ommins 


Der Farbstoff ist in neutralen organischen Lésungsmitteln (wie Benzol, Essig- 
ester, Petrolather, Ather, Chloroform, Aceton, Alkoholen, Nitromethan), in Wasser 
und verdiinnten Sauren, weder in der Kalte noch in der Warme loéslich. Er ist 
schwach léslich in salzsaurem Athanol, neutralen Pufferlosungen (I.E.P. bei px 
3—4), maBig bis gut loslich in Pufferlésungen iiber pq 7, salzsaurem Methanol und 
Glykolmonomethylather, leicht léslich in Natronlauge, Ameisenséure, konzen- 
trierter Salzsiure (braune Halochromie), konz. Schwefelsiure (violette Halochro- 
mie), Formamid, wasserges. Phenol und Harnstofflésung. 

Das Ommin 1aBt sich jedoch aus keinem der genannten Lésungsmittel kristal- 
lisieren. Es schmilzt nicht bis 350°. Durch Oxydationsmittel wird es in saurer Lé- 
sung leicht zu einer gelben Verbindung oxydiert, deren Farbe nach Zugabe von 
Reduktionsmitteln (SO,, Dithionit, SnCl,) wieder nach rot umschlagt. UV-Spek- F 
trum: Amax 520 my (« = 8,95) in m/15-Phosphatpuffer, py 7,51; Amax 530 my 
(« = 8,5) in 5-n.HCl. . 

8 
8 


YMwNAa Os 


= 2.00 


Isolierung von Ommin aus Augen von Crangon vulgaris 


6600 Tieren (meist kleinere Exemplare aus dem Beifang) wurden die Augen- 
stiele abgeschnitten. Diese wurden wie die Bombyx-Koépfe getrocknet (8,73 g) und P 
auf der Nutsche mit Benzol, Aceton/Methanol und Methanol jeweils so lange ex- 
trahiert, bis das Filtrat nahezu riickstandsfrei eingedampft werden konnte. Dann 
wurde mit 2-proz. salzsaurem Methanol bis zur Farblosigkeit der Extrakte ausge- 
zogen. Der groBte Teil des Farbstoffs wurde bei Zimmertemperatur extrahiert, die 
letzten Reste wurden durch kurzes Erhitzen auf dem Wasserbad gewonnen. In das ] 
Filtrat wurde SO, eingeleitet und unter Stickstoff im Vak. eingedampft. Der dun- 
kelrote, noch schwach salzsaure Riickstand wurde mit Athanol in kleinen Portionen 
ausgezogen und nach Abzentrifugieren dreimal aus konz. Salzsiure umgefallt, aus- 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 105,2 mg eines chromatographisch einheit- 
lichen, schwarzvioletten, amorphen Pulvers. 
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Eigenschaften des Crangon-Ommins 


Das Ommin schmilzt nicht bis 380°; die trocken erhitzte Probe war jedoch in 
salzsaurem Methanol unléslich. 

Unléslich in Ather, Petrolither, Chloroform, Benzol, Aceton, Methanol, 
Athanol, Isopropylalkohol, Butanol, Wasser, verd. Sauren, essigsauren Alkoholen, 
Nitromethan, Nitrobenzol, Methylenchlorid, Pyridin, Kollidin, Glykolmonophenyl- 
ither und Dimethylformamid. Wenig léslich in Eisessig, Acetanhydrid, mineral- 
saurem Athanol, Glycerin, Athylenglykol, Glykolmonomethylather. Gut léslich in 
Alkalilaugen, alkalischen Pufferlosungen, salzsaurem Methanol, Methanol/Trichlor- 
essigsaure, Ameisensdure, wassergesattigtem Phenol, Formamid, Harnstofflésung. 

Die Geschwindigkeit des Lésungsvorgangs hangt sehr vom Trocknungszustand 
des Farbstoffs ab: Scharf getrocknetes Ommin lést sich auBerordentlich langsam. 

Bombyzx-Ommin und Crangon-Ommin zeigen keine Unterschiede im Redox- 
verhalten und in ihren UV-Spektren. 


Elementaranalyse (Substanz im Hochvak. bei 50° auf Gewichtskonstanz 
getrocknet.) 


3,662 mg Sbst.: 7,095 mg CO,, 1,390 mg H,O, 0,058 mg Rest. 
2,589 mg Sbst.: 0,218 ml N, (23°/738,5). 

2,725 mg Sbst.: 5,30 ml n/50-Na,8,035. 

3,918 mg Sbst.: 0,62 ml n/50-J>. 

4,260 mg Sbst.: 0,04 ml n/50-AgNO,. 

2,226 mg Sbst.: 0,090 mg Rest. 


Gef. C 53,70 H 4,32 O 27,02 N 9,81 85,28 Cl0,67 


Salzbildung: Ommin wurde in verd. Natronlauge gelést, und die Lésung 
mit sehr verd. Salzsaure, resp. Salpeterséure vorsichtig neutralisiert, so daB kein 
Ommin ausfallen konnte. Zur neutralen Lésung wurden die Salzlésungen tropfer- 
weise zugegeben. Niederschlage erfolgten mit Ba®®, Ag®, Fe®®, Cu®®, Co?®, Mn, 
Zn, Ni?®. Die Niederschlage waren rotbraun (Fe) bis violettblau (Co*®). Kein 
Niederschlag mit Quecksilber(II)-chlorid. 

Dialyse: 1,5 mg Ommin wurden in 2 ml m/15-sek. Natriumphosphatlésung 
gelést und in einem vorgequollenen Cellophanschlauch bei Raumtemperatur gegen 
das gleiche Lésungsmittel dialysiert. Nach 60 Stdn. war im Dialysat eine eben er- 
kennbare Rosafarbung festzustellen. 


Alkalischer Abbau des Crangon-Ommins 

15,66 mg Ommin wurden unter Sauerstoff-AusschluB mit 15 ml 2-n.NaOH auf 
siedendem Wasserbad erwarmt. Nach 114 Stdn. begann sich die Lésung braunlich 
zu verfarben und dunkle Flocken auszuscheiden. Nach 4 Stdn. wurde abgebrochen, 
der dunkle Niederschlag abzentrifugiert und der Uberstand angesauert. Es folgte 
ein zweiter dunkelroter Niederschlag. Die gewaschenen und getrockneten Nieder- 
schlage machten zusammen 8,3 mg = 53% des Ausgangsmaterials aus, von dem sie 
sich durch ihre Dialysierbarkeit und UV-spektroskopisch unterschieden. Der Uber- 
stand wurde auf die friiher beschriebene Weise aufgearbeitet. 


a) 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon 


UV-Spektren: Amax 232, 270 und 372,5 my in Athanol; 
Amax 232, 270, 315 und 370 my in Athanol, py 1; 
Amax 252, 291 und 400 my in Athanol, px 10. 


Die Werte sind identisch mit denen der authentischen Substanz. 

Die Ry-Werte stimmen in den Systemen Isobutanol/Ameisensdure/Heptan 
1:1:2, Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 (Partridge), Propanol/Eisessig/Wasser 
70:4:26, Kollidin/Lutidin/Wasser 1:1:2, Methanol und Methanol/Wasser 3:1 mit 
denen synthetischen 2-Amino-3-hydroxy-acetophenons iiberein. 
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b) Xanthurensaure 
UV-Spektren: Amax 250 (251), 355 (355) my in Athanol, py 1; 
Amax 241 (242), 290 (—), 330 (330) mu in Athanol, py 10. In 
Klammern die Werte der authentischen Substanz. 
Die Ry-Werte stimmen in den Systemen Butanol/EHisessig/Wasser 4:1:1, Par- 
tridge, Kollidin/Lutidin/Wasser 1:1:2 und Methanol/Wasser 3:1 mit denen der 
authentischen Vergleichssubstanz iiberein. 


Saurer Abbau des Crangon-Ommins 

1,3 mg des Ommins wurden in 2 mi 6-n. Salzsiure 10 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht. Von einem braunschwarzen Riickstand wurde abzentrifugiert. Der Uber- 
stand wurde im Vak. zur Trockne gebracht und die restliche Saure noch zweimal mit 
Wasser abgedampft. Der Riickstand wurde mit 0,5 ml Wasser aufgenommen und 
papierchromatographiert. 
3-Hydroxy-kynurenin: 

UV-Spektrum: Amax 235 (235), 271 (272), 380 (380) mu in Athanol. In Klam- 
mern die Werte synthetischen 3-Hydroxy-kynurenins. 

Die Ry-Werte sind in den Systemen Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1, Partridge, 
Phenol-Citratpuffer nach Berry und Cain", Kollidin/0,5-m.Kaliumdihydrogen- 
phosphat 2:3 und Methanol identisch mit denen der authéntischen Substanz. 

Die beiden Substanzen gaben gleiche Farbreaktionen. Sie farbten sich 
a) rotbraun bei Bespriihen mit Ninhydrin (0,25-proz. Lésung in wasserges. Butanol) 
b) orange _ bei Besprithen mit Ehrlichs Reagenz (p-Aminobenzaldehyd in 20-proz, 


Salzsaure) 

c) gelb bei Bespriihen mit einer 0,25-proz. Lésung von Kaliumhexacyano- 
ferrat(III) in m/15-Phosphatpuffer, py 7,1 

d) rot beim ‘Behandeln der Flecken aus c) mit Natriumdithionit. 


Zusammenfassung 


Aus den Augen des Seidenspinners (Bombyx mori) und der Nordsee- 
garneele (Crangon vulgaris) wurde das Ommin isoliert. Aus dem Ver- 
halten der Farbstoffzubereitungen wird eine allgemeine Darstellungs- 
und Reinigungsmethode fiir Ommine entwickelt. 

Ommine enthalten Schwefel und liefern beim alkalischen Abbau 
Xanthurenséure und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon, beim sauren 
Abbau 3-Hydroxy-kynurenin. Diese Spaltungsreaktionen kénnen neben 
dem chromatographischen und spektralen Verhalten zur Identifizierung 
von Omminen dienen. 


Summary 

Ommin has been isolated from the eyes of the mulberry silk moth 
(Bombyx mori) and the North Sea prawn (Crangon vulgaris). From the 
behaviour of the eye-coloring matter during the isolation procedures a 
general preparative and purifying method for ommins has been developed. 

Ommins contain sulfur and yield xanthurenic acid and 2-amino-3- 
hydroxy-acetophenone on alkaline degradation. Acidic degradation 
yields 3-hydroxy-kynurenin. These degradative reactions, along with 
chromatographic and spectrographic behaviour may serve as a means 
of identifying ommins. 


18 H. K. Berry u. L. Cain, Arch. Biochemistry 24, 179 [1949]. 
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Neue Manometertypen zur modifizierten 
Warburg-Apparatur 


Von 
F. J. Zapp 


Aus der Medizinischen Klinik der Universitit des Saarlandes, Homburg-Saar, 
Dir.: Prof. Dr. F. Doenecke 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1957) 


Bei der kiirzlich! beschriebenen modifizierten Warburg-Apparatur 
tauchen simtliche Teile des Systems in ein temperaturkonstantes 
Wasserbad ein. Hierdurch sind Fehlerquellen, die durch die umgebende 
Raumtemperatur bedingt sein kénnen, ausgeschaltet (vgl. Tab. 1). 
Andererseits ist es bei dieser Apparatur méglich, das bei den wblich 
bekannten Warburg-Geraten unbedingt einzuhaltende Verhaltnis von 
Tab. 1. Saulenstand von 6 Manometern des neuen Systems (in mm Brodie); davon 


3 mit eingeengtem Volumen (K = 0,2 —0,3). Versuchsdauer 10 Stdn., Angleichung 
45 Min., Inhalt der GefaiBe 2 com Ringerlésung. 

















K = 1,0—1,2 K = 0,2 — 0,3 
Stunden 

1 2 3 1 2 3 

Dee Fert hg 97 105 100 80 60 30 

pt. es ee, 97 105 100 79 61 30 

BtiarGsuntiévesnls 97 105 100 79 61 31 

Rh oe oe mL 97 105 100 80 61 31 

| a ee a a 97 105 100 79 61 31 
Differenz .. . = — “= 1 1 1 











ReaktionsgefaB und nichttemperierter Manometerkapillare zu unter- 
schreiten (vgl. Tab. 2). Bei dem alten System ist den K-Werten, d. h. 
also den GefaBgréBen nach unten eine Grenze gesetzt, da namlich das 
Verhiltnis des nicht temperierten Kapillaranteils zum Gesamtgasraum 
klein gehalten werden mu8, um nicht zu groBen AuBeneinfliissen zu 
begegnen. 

Dadurch ist einerseits der Empfindlichkeit des Gerates eine Grenze 
gesetzt, denn diese ist von der GréBe der GefaBkonstanten K abhingig. 
Je kleiner K um so gréBer die Empfindlichkeit?. Zwar wurde zur Emp- 
findlichkeitssteigerung auch fir die alte Apparatur ein Manometertyp 
entwickelt, bei dem allerdings das Problem des Temperaturgefalles vom 





1F, J. Zapp, diese Z. 307, 36 [1957]. 
2 F. Dickens, in Bamann-Myrback, Methoden d. Fermentforsch., G. Thieme, 


Leipzig 1941, Bd. 1, 8. 985. 
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Tab. 2. Ermittlung von bekannter CO, aus Hydrogencarbonat. Die Versuche 
wurden unter gleichzeitiger Anwendung von GefaBen abfallender Konstante und 
unter Ermittlung kleiner werdender CO,-Mengen durchgefiihrt. Angleichung er- 
folgte nach 45 Min., die Ablesung nach Einleitung der Reaktion nach 1 Stde. Man 
ersieht aus der Aufstellung 1. die Méglichkeit zur Anwendung kleiner GefaB- 
volumina beim neuen System, ohne dabei stérende Hinfliisse der Umgebungs. 
temperatur befiirchten zu miissen, 2. hohe Genauigkeit der im neuen System 
ermittelten Absolutwerte. 











370 Ausschlage in mm Brodie CO, in cmm Mittlere 
Kco, . ; Abweich. 
Einzel Mittel Ber. Gef. 
1,05 105 106 106 107 106 111,5 
1,16 97 97 96 96 96,5 june 112 } - 
1,10 101 101 102 102 101 = 111,5 ue, 
1,00 110 110 111 110 110 110 


108 | 107 | 109 | 108 | 108 |. 56 
97 95 96 a 
100 | 100 | 100 | 102 | 101 } 56] 55.5 } 0,5% 
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13 | 113 | 112 56 
0,26 | 107 | 109 | 107 | 107 | 108 28 
0.29 97.| 97 96 95 96 on | 28 nite 
0.27 | 101 | 102 | 100 | 101 101 2 27 6% 
025 | 10 |.111 | 112 | 113 | QI 27 


inneren des Wasserbades nach auBen unberiihrt geblieben ist. Durch 
diese Gegebenheiten der Anordnung ist man andererseits bei der alten 
Apparatur in bezug auf Reaktionsfliissigkeit an bestimmte Mengen ge- 
bunden, welche nicht unterschritten werden kénnen, um bei einem 
gegebenen K-Wert meSbare Anderungen im Gasraum zu erhalten. Fiir 
viele Versuche ist aber die Anwendung kleinster Versuchsmengen er- 
forderlich. Bei der beschriebenen modifizierten Warburg-Apparatur ist 
es méglich, kleinste GefaBvolumina anzuwenden, ohne dabei stérende 
Einfliisse der Raumtemperatur befiirchten zu miissen. Es wurden daher 
weitere Manometertypen entwickelt, die neben den bereits bekannten 
besonders fiir Mikroversuche geeignet sind. 
Es handelt sich dabei um folgende Manometer* (Abb. 1 a—c): 
1. Ultra-Mikromanometer zur Messung von Gasstoffwechselvorgangen klein- 
ster Mengen (TropfengréBe, einzelne Insekten, isolierte Zellen usw.) 
(Abb. 1a). 
2. Mikromanometer (Anwendungsmoéglichkeit gréBerer Mengen bis zu 1 ccm 
Fliissigkeit (Abb. 1b). 
3. RQ-Manometer zur Bestimmung von Mikro-RQ, wobei die gleichzeitige 
Ermittlung des verbrauchten Sauerstoffs und anschlieBende Bestimmung 
des Kohlendioxyds méglich ist (Abb. 1c). 


Alle Manometer kénnen an der beschriebenen Haltevorrichtung angebracht 
und in das Wasserbad eingesetzt werden. Sie unterscheiden sich lediglich in der 
Anordnung des Stopfens, der durch die Seitenkapillaren mit dem MeBschenkel 


3’ D. Burk u. G. Hobby, Science [Washington] 120, 640 [1954]. 
* Die Fa. B. Braun, Melsungen, bringt die Manometer in den Handel. 
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des Manometers in Verbindung steht. Die Beschreibung erstreckt sich daher nur 
auf diese wichtigen Teile. 

Beim Ultramikromanometer (Abb. 2) ist die seitliche Kapillare in ihrem 
Endteil zu einer kleinen Glaskugel aufgetrieben, die als Reaktionsraum vorgesehen 
ist. Diese Glaskugel bildet den Boden einer Schliffhiilse, in welche der bekannte 
Stopfen eingeschliffen ist. Die kapillaren Durchbriiche zur Einleitung des Gases 
sind in entsprechender Weise am Stopfen vorgesehen. 

Das Einbringen der Substanz erfolgt bei entnommenem Stopfen. Das 
SchlieBen und Offnen des Systems ist durch Drehung der oberen kapillaren Ver- 























Ua b AWE 
Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Schematische Darstellung verschiedener Manometertypen fiir die modi- 
fizierte Warburg-Apparatur: a) Ultramikromanometer, b) Mikromanometer, 
c) RQ-Manometer, genaue Beschreibung im Text. 

Abb. 2. Ultra-Mikromanometer zur Messung von Gasreaktionen an kleinsten 
Mengen mit eingesetztem Stopfen. 


langerung méglich, wobei die seitlichen Offnungen des Stopfens an die Schliff- 
wand zu liegen kommen oder den Ausbuchtungen der Hiilse gegeniiberstehen. 
Das GefaB wird durch Auswischen des GefaBbodens gereinigt. 

Am Mikromanometer (Abb. 3), das fiir gréBere Mengen vorgesehen ist, kann 
das Reaktionsgefi8 vom Manometer getrennt werden. Es besteht aus dem iiblichen 
Schliff, der gleichzeitig im unteren Teil das ReaktionsgefaB darstellt. Seitlich ist 
ein weiterer Schliff angebracht, mit dem das GefiB auf einen entsprechenden 
Schliff der Seitenkapillaren aufgesetzt werden. kann, so daB auf diese Weise die 
Verbindung zwischen Reaktionsraum und Manometer hergestellt wird. Das GefaB 
hat entweder einen Einsatz zur Aufnahme von Lauge, oder es tragt an dessen 
Stelle einen ‘Platinstift am unteren Stopfenende. An diesen Platinstift kann mit 
Lauge getranktes Filterpapier angehangt werden. Zur Reinigung werden Mano- 
meter, Gefi8 und Stopfen voneinander getrennt und in entsprechende Reinigungs- 
fliissigkeit eingelegt. 

Mit dem Manometer zur Bestimmung von Mikro-RQ (Abb. 4) kann in einem 
Versuchsgang der Sauerstoffverbrauch und daran anschlieBend die CO,-Bildung 
gemessen werden. Das Manometer bleibt dabei standig im Wasserbad. Der Stopfen 
ist ein Hohlstopfen und tragt die kapillaren Durchbriiche in der bekannten An- 
ordnung. Der Zwischenraum der Kapillaren ist so weit gehalten, daB eine besondere 
Pipette in der ganzen Lange von oben eingesetzt werden kann. Nach oben endet 
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die Pipette in einem gewohnlichen Glashahn und hat iiber demselben eine bis 1 ccm 
graduierte Erweiterung. Im unteren Teil tragt sie einen Kegelschliff, mit dem sie 
in einen entsprechenden Schliff im Inneren des Stopfens eingesetzt werden kann, 
Ist die Pipette eingesetzt, so ragt deren Spitze gerade aus der Stopfenbodenmitte 
heraus, genau iiber einem kleinen GefaB, das fiir Laugenfiillung bestimmt ist. Der 


eat) 





















































y 
Platin 
Abb. 3 Abb. 4 


Abb. 3. Mikromanometer zur Messung von Gasreaktionen bei Mengen bis zu 1 ccm. 
a) Verbindungsstiick zum kapillaren MeBanteil, b) Gefa8 mit Laugeneinsatz und 
Schliffhiilse fiir Stopfen und Seitenkapillare, c) Stopfen mit Platinhaikchen. 


Abb. 4. RQ-Manometer. a) Hahnhiilse und GefaB, b) Stopfen, c) Pipette. 


kugelférmige Laugenrezipient hat seitlich zwei Durchbriiche, durch welche einer- 
seits Lauge eingefiihrt, andererseits aber CO,-Absorption wahrend des Versuches 
erfolgen kann. 

Am freien Schenkel des Manometers ist gleichfalls ein Hahn angebracht, der 
lediglich zur Sicherung im zweiten Abschnitt des Versuchsgangs dient, wenn man 
zur Kohlendioxydbestimmung Schwefelsaéure in das LaugengefaB8 eintropfen 1aBt, 
wobei CO, entwickelt wird. Hierbei kann durch das Vermischen von Schwefelsaure 
mit Lauge eine zu starke Reaktionswairme entstehen und die Gasausdehnung iiber 
den normalen CO,-Druck hinaus durch Warme verstiarkt werden, so daB eventuell 
Brodie-Flissigkeit aus dem freien Schenkel hinausgedriickt werden und Gas ent- 
weichen kann. Deshalb wird der Hahn vor Zulaufenlassen von Schwefelsaure ge- 
schlossen, und zwar so lange, bis mit einer Angleichung an die Temperatur des 
Wasserbades gerechnet werden kann. Gewohnlich eriibrigt sich aber diese Mani- 
pulation. Wahrend des Versuches ist der Hahn offen. 


Die Arbeitsweise mit diesem Manometer gestaltet sich wie folgt: 


Zunachst werden GefiB, Stopfen und Pipette vom Manometer getrennt. Das 
GefaB wird zuerst vorbereitet und die fiir die Atemmessung vorgesehene Substanz 
eingefillt. AnschlieBend wird das Gefi& an das Manometer fixiert. 
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Dann erfolgt die Vorbereitung des Stopfens. Man fiillt zuerst die Pipette mit 
Schwefelsiure bis tiber den Hahn an das obere Ende der Graduierung. Der Hahn 


gesetzt. AnschlieBend wird durch die seitlichen Durchbriiche am Laugenrezipienten 
Lauge eingefillt. Der Stopfen wird so in den Schliff des Manometers eingesetzt, 
da8 die Offnungen an der Seite desselben den Ausbuchtungen der Hiilse gegeniiber- 
stehen, so daB das System noch offen ist. Das Manometer wird ins Wasserbad ein- 
gesetzt, mit Sauerstoff durchstrémt und gefiillt. Die Einstellung der Brodie- 
Flissigkeit bis zur Eichmarke erfolgt mittels der Druckschraube. Bei der Gasfiillung 
eht man so vor, daB die Brodie-Fliissigkeit im offenen Schenkel des Manometers 
méglichst hoch zu stehen kommt, da ja durch den Sauerstoffverbrauch ein standiger 
Abfall in diesem Schenkel zu erwarten ist. Nach SchlieBen des Systems und An- 
gleichung an die Versuchstemperatur (nach etwa 3—5 Min.) wird der Stand der 
Brodie-Saule im offenen Schenkel abgelesen und notiert. Durch den Sauerstoff- 
yerbrauch sinkt die Brodie-Saule im offenen Schenkel, wahrend sie im geschlossenen 
Kapillarteil héher steigt. Nach Ablauf der Reaktion wird der rechte Schenkel durch 
Drehen an der Druckschraube auf die Eichmarke eingestellt, womit ein weiterer 
Abfall der Brodie-Fliissigkeit im offenen Schenkel einhergeht. Nach Einstellung des 
konstanten Volumens wird erneut am linken Schenkel abgelesen. Die Differenz mit 
dem ersten Wert ergibt zunachst den Sauerstoffschwund in mm Brodie. Dieser 
Wert, mit der GefaBkonstanten Ko, fiir die entsprechende Versuchstemperatur 
multipliziert, ergibt die cmm an verbrauchtem Sauerstoff. 

Beispiel: Temperatur des Bades 37°, GefaBvolumen 11900 cmm, GefaB- 
konstante Ko, 37° bei Fiillung mit 2 com = 1,051. Ausgangswert der linken Saule 
= 180 mm. 

Sauerstoffverbrauch: Endwert nach Einstellung auf die Eichmarke 
100 mm; Sauerstoff in mm = Diff. 180 — 100 = 80 mm. Verbrauchter Sauerstoff 
in cmm = 80 X 1,051 = 84,08 cmm Q,. 

Das wahrend der Atmung entstehende Kohlendioxyd wird durch die Lauge 
adsorbiert. Man bestimmt es folgendermaBen: Man schlieBt den Sicherungshahn 
am offenen Schenkel des Manometers. AnschlieBend wird der Hahn an der Schwefel- 
siurepipette vorsichtig gedffnet, so daB die Schwefelsaiure zu der Lauge tropfen 
kann. Es ist dabei nur wenig Schwefelséure (2 Tropfen) erforderlich. Durch das 
Zutropfen der Saure zur Lauge wird das darin gebundene Kohlendioxyd frei und 
der Druck im Manometer steigt an. Dieser Druckanstieg geht mit einem Anstieg 
der Brodie-Saule im linken und mit einem Abfall derselben im rechten Schenkel 
einher. Nach Ablauf der Reaktion wird der Hahn am offenen Schenkel des Mano- 
meters wieder gedffnet und die rechte Brodie-Saule auf die Eichmarke eingestellt. 
Die Differenz zwischen dem Ausgangswert der linken Saule vor der Reaktion zu 
dem Endwert derselben nach der Reaktion ergibt die CO,-Bildung zuniachst in 
mm Brodie, wobei wieder durch Multiplikation des Wertes mit der GefaBkonstanten 
Kco, die entsprechenden cmm errechnet werden kénnen. Unter Abzug der in einem 
Leerversuch ermittelten CO,-Absorption an die vorgelegte Lauge, kann der end- 
giiltige CO,-Wert mit dem ermittelten Sauerstoffwert in Beziehung gesetzt werden. 

Beispiel: Temperatur des Bades 37°, GefaBvolumen 11900 cmm, GefaB- 
konstante Kco, 37° bei Fillung mit 2 ccm = 1,060. 

Kohlendioxydbildung: Ausgangswert vor ZuflieBen der H,SO, = End- 
wert nach O,-Verbrauch = 100 mm; Endwert nach Zugabe von H,SO,, nach Ein- 
stellung auf konstantes Vol. = 195 mm. CO,-Bildung in mm = 195 — 100 = 95 mm. 
Entwickelte CO, in cmm = 95 x 1,060 = 100,70 cmmCO,. Im Leerversuch 
wurden 20 cmm CO, ermittelt. Diese werden vom Endwert abgezogen. 


100,70 cmm CO, — 20,00 cmm CO, = 80,70 cmm CQ,. 
Der respiratorische Quotient betragt demnach 0,95. 


Die Tabellen 1 und 2 geben einen Uberblick iiber Kontrollversuche, aus denen 
Konstanz und Genauigkeit der erhaltenen Werte ersichtlich sind. 
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Zusammenfassung 








von Gasstoffwechselvorgingen an kleinsten Mengen beschrieben. 


Summary 


Three new types of manometer for the measurement of gaseou 
exchange products in small amounts used as attachments to the recently 
described? modified Warburg-apparatus are described. 





Als Zusatzgerite zu der kiirzlich! beschriebenen modifizierten} 
Warburg-Apparatur werden drei neue Manometertypen zur Messung} 
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Alkoholoxydation und Bildung von Acetoacetat 
in normaler und glykogenarmer intakter Rattenleber 


Von 
Olof Forsander, Niels Raiiha und Heikki Suomalainen 


Aus den Forschungslaboratorien des Staatlichen Alkoholmonopols, Helsinki, Finnland 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1958) 


Durch theoretische Berechnungen und durch direkte Experimente 
an isolierter Katzenleber hat Lundsgaard! gezeigt, daB Athylalkohol 
in der Leber nur teilweise oxydiert wird. Er nahm an, daB das in der Leber 
gebildete Oxydationsprodukt, welches ausgeschieden und extrahepatisch 
mz CO, und Wasser weiteroxydiert wird, Essigsiure sei. Himwich 
et al.2 sowie Friedemann und Kimeciak® konnten allerdings bei 
Hunden nach Verabreichung von Alkoho] keine bemerkenswerte An- 
reicherung von Essigsiure gegeniiber den Kontrollen finden. Die nega- 
tiven Befunde kénnen zwar darauf beruhen, daB die Essigsiure im 
Gewebe rasch abgebaut wird’. Man kénnte sich auch vorstellen, daB 
Acetaldehyd das teilweise aus der Leber ausgeschiedene Abbauprodukt 
darstellt. Weil aber Acetaldehyd auBerhalb der Leber nicht in gr6Berem 
AusmaB oxydiert werden kann®, mu man davon ausgehen, daB Alkohol 


_ in der Leber bis zur Essigsiure oxydiert wird. 


Bei der Perfusion von Hundeleber mit Blut, das Acetaldehyd oder 
Essigsiure enthielt, hat man gefunden, daB Ketonkorper gebildet 
werden®, Bei Versuchen mit Leberschnitten’? wie auch mit intakten 
Tieren® hat es sich ebenfalls gezeigt, daB Essigsiture die Produktion 
von Ketonkérpern erhéht. Allerdings werden diese nicht immer aus 
Essigsiiure gebildet, sondern nur dann, wenn die Leber an Glykogen 
verarmt ist. Blixenkrone-Moller® hat gezeigt, daB ein ziemlich ge- 
setzmaBiger Zusammenhang zwischen dem Glykogengehalt der Leber 





1 FE. Lundsgaard, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 22, 333 [1938]. 

2H. E. Himwich, L. H. Nahum, N. Rakieten, J. F. Fazekas, D. 
DuBois u. E. F. Gildea, J. Amer. med. Assoc. 100, 651 [1933]. 

3 E. E. Friedemann u. T. C. Kimeciak, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 40, 669 
[1939]. 

4D. R. Drury u. A. N. Wick, J. biol. Chemistry 208, 411 [1953]. 

5 M. Lubin u. W. W. Westerfeld, J. biol. Chemistry 161, 503 [1945]. 

6 EK. Friedemann, Biochem. Z. 55, 436 [1913]. 

7M. Jowett u. J. H. Quastel, Biochem. J. 29, 2159 [1935]. 

8 E. M. MacKay, R. H. Barnes, H. O. Carne u. A. N. Wick, J. biol. 
Chemistry 185, 157 [1940]. 

® N. Blixenkrone-Meller, Ketonstoffernes Stilling og Betydning i det 
intermediaere Stofskifte, Kobenhavn 1938. 
16* 
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und der Bildung von Ketonkérpern besteht. Masuda?® fand bei der 
Perfusion von Hundeleber mit alkoholhaltigem Blut, daB sich Acet- 
essigsiure bildete, wogegen Lundsgaard! bei der Perfusion von 
Katzenleber keine Bildung von Ketonkérpern nachweisen konnte. Ob. 
wohl Alkohol sehr wahrscheinlich tiber Essigsiure oxydiert wird, kann 
man doch erwarten, daB unter besonderen Umstinden Ketonkérper 
entstehen kénnen. 


Helmreich et al." fanden mit Laboratoriumsratten einen Zusammenhang 
zwischen DPNH-Gehalt und Ketonkérperbildung in der Leber. Je weniger DPNH 
die Leber enthielt, desto gréB8er war die Ketonkérperbildung. Je langer die Tiere 
hungerten, desto kleiner war der DPNH-Gehalt der Leber und desto gréBer war 
die Bildung von Ketonkérpern. 

Werden die Ketonkérper nur bei Abwesenheit von DPNH gebildet, dann 
sollte die durch Alkoholdehydrogenase katalysierte Alkoholoxydation ihrer Bildung 
entgegenwirken, da diese, sowie auch die Oxydation des gebildeten Acetaldehyds, 
fortlaufend DPNH entstehen 148t. Man hat angenommen, daB die Geschwindig. 
keit, mit welcher die Leber DPNH oxydieren kann, sogar den zeitlichen Ablauf 
der Alkoholoxydation reguliert!*. Die DPNH-Menge in der Leber sollte daher 
steigen und die Ketonkérperbildung vermindert werdén, wenn der Sauerstoff- 
verbrauch infolge der Oxydation des Alkohols verstarkt wird. 


Wir haben Untersuchungen iiber den Einflu8 der Alkoholoxydation 
auf die Acetessigséurebildung in der intakten Leber an Laboratoriums. 
ratten vorgenommen. Es wurde die Acetessigsiurebildung sowohl in der 
normalen, wie auch in der glykogenarmen Leber untersucht. AuBerdem 
stellten wir den Sauerstoffverbrauch nebst DPN- und DPNH-Gehalt 
der Leber fest. 


Methodik 


Albino-Laboratoriumsratten mit einem Gewicht von 200—300g erhielten 
vor den Versuchen eine Standarddiat ad libitum. Vor den Versuchen mit normalen 
Lebern wurden die Tiere iiber Nacht ohne Nahrung gelassen. Wahrend dieser 
Zeit sank das Leberglykogen auf 10—20% des urspriinglichen Gehaltes. Um 
einen Glykogenmangel in der Leber zu erzielen, hielten wir die Tiere 40 Stdn. 
lang ohne Futter bei freiem Zugang zu Wasser. Der Glykogengehalt der Leber 
sank nach dieser Behandlung auf einen sehr niedrigen Wert, im Mittel auf 0,032% 
vom Frischgewicht. 1—4 Stdn. vor dem Versuch wurden den Tieren 5 ml 35-proz. 
Athylalkohol verabreicht, wahrend die Kontrolltiere ebensoviel Wasser erhielten. 

Die Blutproben wurden unter schwach nembutaler Anasthesie aus der Vena 
portae und der Vena hepatica entnommen. Vor der Blutentnahme aus der Vena 
hepatica wurde die Vena cava inferior unmittelbar vor den Nieren rasch unter- 
bunden, um eine Durchmischung des venésen Blutes aus den unteren Extremitaten 
mit dem venésen Leberblut méglichst zu vermindern. Nach der Blutentnahme 
wurde die Leber zur DPN- und DPNH-Bestimmung entfernt. 

Der Sauerstoffgehalt des Blutes wurde nach Roughton und Scholander® 
bestimmt. Die Blutproben wurden unter Paraffin aufbewahrt und innerhalb 


10 N. Masuda, Biochem. Z. 45, 140 [1912]. 

u E. Helmreich, H. Holzer, W. Lamprecht u. 8S. Goldschmidt, 
diese Z. 297, 113 [1954]. 

2 B. Flaschentrageru. E. Lehnartz, Physiologische Chemie IT/2a, S. 486, 
Springer Verlag, Heidelberg 1956. 

13 F. J. W. Roughton u. P. F. Scholander, J. biol. Chemistry 148, 541 
[1943]. 




















(1958) 


i der 
Acet- 

von 
. Ob. 
kann 
Orper 


vhan, 

IPNH 
Tiere 
r war 


dann 
dung 
hyds, 
ndig- 
blauf 
laher 
stoff- 


tion 
1ms- 
der 
dem 
halt 











Bd. 312 (1958) Alkoholoxydation und Bildung von Acetoacetat 945 


1 Stde. nach der Entnahme analysiert. Acetessigsiure im venésen Leberblut wurde 
nach Walker" kolorimetrisch bestimmt. Die Methode wurde insofern modifiziert, 
als wir die Zugabe von Heparin unterlieBen, da es sich zeigte, daB das Heparin 
mit dem verwendeten Reagenz eine die Bestimmung stérende Farbung erzeugt. 
Weil die Blutproben unmittelbar nach der Entnahme enteiweiBt wurden, be- 
notigten wir keine Antikoagulentien. DPN und DPNH in der Leber bestimmten 
wir nach Holzer et al.1® 


Ergebnisse 


Eine Analyse des Blutes der Vena hepatica bei den normalen Ratten 
ohne Alkoholbelastung zeigte, daB kleine Mengen Acetessigsaure in der 
Leber gebildet wurden (Tab. 1). Bei der Verbrennung von Alkohol steigt 
die Acetoacetatbildung betrachtlich. DaB die glykogenarme Leber Keton- 
kérper bildet, ist schon lange bekannt; dies bestiatigen auch unsere Ver- 
suche mit hungernden Tieren ohne Alkoholgabe. Wenn den hungernden 
Ratten Alkohol verabreicht wurde, stieg die Acetessigsiurebildung 
iuBerst stark an. . 


Tab. 1. Bildung von Acetessigsdure in der Leber bei normalen Ratten und bei 
Tieren, welche 40 Stdn. gehungert hatten; mit und ohne Alkoholgabe. 














Behandlung der Versuchstiere — ~~ nai 
Normal, ohne Alkohol ........... 9 0,3 + 0,35 
Normal, mit Alkohol. ........... 11 1,9 + 1,41 
Hungertiere, ohne Alkohol ......... 2 1,2 + 0,55 
Hungertiere, mit Alkohol. ......... % 4,0 + 2,01 


Der Sauerstoffverbrauch in der Leber bei normalen und hungernden 
Ratten stieg in beiden Fallen nach der Alkoholgabe (Tab. 2), die normale 
Leber verbrauchte aber mehr Sauerstoff als die an Glykogen verarmte. 


Tab. 2. Sauerstoffgehalt in der Vena hepatica und Vena portae bei normalen 
Laboratoriumsratten und bei Ratten, welche 40 Stdn. gehungert hatten; mit 
und ohne Alkoholgabe. 




















Vena Vena portae- 
Behandlung Anzahl hepatica Vena portae Weng hepatica 
der Versuchstiere Tiere O, = 2 
Vol.-% Vol.-% Vol.-% 
Normal, ohne Alkohol 3 9,6 + 1,40 | 11,2+ 0,91 | 1,6 + 0,52 
Normal, mit Alkohol . . . 9 7,7 + 2,93 | 11,9 + 1,82 | 4,2 + 1,90 
Hungertiere, ohne Alkohol 3 8,0 + 1,82 | 10,.2+ 1,50} 2,2 + 1,98 
Hungertiere, mit Alkohol . 4 9,2 + 3,56 | 12,1 + 2,01 | 2,9 + 1,55 


Ein Vergleich zwischen dem DPNH-Gehalt der Leber bei normalen 
Ratten vor und nach der Alkoholgabe zeigt, daB dieser unverandert 
4 P. G. Walker, Biochem. J. 58, 699 [1954]. 


15 H. Holzer, 8S. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, 
diese Z. 297, 1 [1954]. 
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blieb (Tab. 3). Die DPN-Mengen in den alkoholbelasteten Lebern waren 
jedoch wesentlich niedriger als in den Kontrollebern. In den glykogen- 
armen Lebern stieg wiederum die DPNH-Menge wahrend der Oxydation 
des Alkohols im gleichen Verhiltnis, wie die DPN-Menge sank. Man 
kann sich vorstellen, daB der DPN/DPNH-Quotient sich je nach den 
Fortschritten der Alkoholoxydation verindert und ein eventueller 
Sauerstoffmangel immer mehr erkennbar wiirde. Deshalb untersuchten 
wir den DPN/DPNH-Quotienten zu verschiedenen Zeiten nach der 
Alkoholgabe, konnten aber innerhalb der 1|—4 Stdn. dauernden Alkohol- 
oxydation keine Verainderung des Quotienten feststellen. 


Tab. 3. Gehalte an DPN und DPNH in der Leber, berechnet auf deren Frisch. 
gewicht, bei normalen Ratten und bei Tieren, welche 40 Stdn. gehungert hatten; 
mit und ohne Alkoholgabe. 





| 





Behandlung Anzahl | DPN | DPNH | DENS DPN/DPNE 
der Versuchstiere Tiere’ r 
ug/g ug/g . | ele 

Normal, 

ohne Alkohol . . 7 223+-73 125+51 350 1,8 
Normal, 

mit Alkohol. . . 10 155+39 125+56 280 1,2 
Hungertiere, 

ohne Alkohol . . 4 138+26 87+30 225 1,6 
Hungertiere, ~ 

mit Alkohol. . . 7 118+.45 109+44 227 1,1 

















Diskussion 


Die Resultate der Versuche zeigen, daB bei der Alkoholbelastung 


in der intakten Rattenleber Acetessigsiure entsteht und daB die ge- 
bildete Menge in der glykogenarmen Leber gréfer ist als in der normalen. 
Die gleichen Regeln gelten fiir die Ketonkérperbildung aus Essigsiiure 
und Fett. Diese Versuche beweisen nicht direkt, da Acetessigsiure aus 
Alkohol entsteht; da aber bekannt ist, daf Alkoholgaben die Bildung 
von Ketonkorpern aus anderen Stoffen vermindern"®, ist mit aller Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, da die von uns beobachtete vermehrte 
Acetessigsiure aus dem Alkohol — wohl iiber Essigsiiure und Acetyl- 
CoA — gebildet wird. Eine Berechnung iiber die Oxydationsgeschwindig- 
keit des Alkohols und das Blutminutenvolumen in der Leber ergibt, 
daB, wenn der gesamte in der Rattenleber oxydierte Alkohol zu Keton. 
kérpern umgesetzt wiirde, deren Konzentration in der Vena hepatica 
einen Wert von 10—15 mg pro 100 m/ Blut erreichen wiirde. Da die 
Konzentration der Acetessigséure im Blut im Mittel 36°, der gesamten 
Ketonk6érperkonzentration ausmacht'’, findet man, daB in der glykogen- 
armen Leber ein groBer Teil des abgebauten Alkohols in Ketonkérper 
iibergegangen ist. 

_ 16 OQ, Neubauer, Miinchener med. Wschr. 58, 791 [1906]; A. Warming- 


Larsen, Acta med. scand. 182, 458 [1949]. 
17 L, A. Crandall, J. biol. Chemistry 135, 139 [1940]. 
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Helmreich et al.1! haben gefunden, daf nach einer langeren 
Fastenzeit der DPN/DPNH-Quotient in der Rattenleber ansteigt; dies 
beruht zu einem groBen Teil darauf, daB der DPNH-Gehalt gesunken 
ist. Bei unseren Versuchen aber sind nach einem kiirzeren Fasten sowohl 
die DPN- wie auch die DPNH-Gehalte gesunken, und auch der Quotient 
sank ab. Nach Alkoholgabe sank der DPN/DPNH-Quotient sowohl in 
der glykogenarmen wie auch in der normalen Leber. In der normalen 
Leber beruhte dies aber nicht darauf, daB der DPNH-Gehalt gestiegen 
ware, sondern daB die DPN-Menge ansehnlich gesunken ist. In der glyko- 
genarmen Leber stieg die DPNH-Menge in gleichem Mafe wie die 
DPN-Menge sank. 

Man kénnte erwarten, daB der Sauerstoffverbrauch der Leber — 
der sich im Sauerstoffgehalt des vendsen Leberblutes und im DPN/ 
DPNH-Quotienten widerspiegelt — in einiger Beziehung zur Oxydations- 
geschwindigkeit des Alkohols stehen wiirde, so da in derjenigen Leber, 
die rascher Alkohol oxydiert, auch mehr Sauerstoff verbraucht oder 
mehr DPNH angelagert und mehr DPN reduziert wird. Es ist bekannt, 
da8 ein hungerndes Tier langsamer Alkohol oxydiert als unter normalen 
Verhaltnissen. In welchem Ausmafe aber der steigende Sauerstoffver- 
brauch in der normalen Rattenleber und die steigende DPNH-Bildung 
in glykogenarmer Leber einander kompensieren, kann aus diesen Ver- 
suchen nicht berechnet werden. Der Unterschied zwischen dem Sauer- 
stoffgehalt in der Vena portae und in der Vena hepatica mit und ohne 
Alkoholoxydation kann aber nicht auf einer Veriinderung der Blut- 
stromungsgeschwindigkeit beruhen, weil diese nicht durch Alkohol 
beeinfluBt wird?®. 

Der DPN-Schwund in der normalen Leber im Gegensatz zu der 
glykogenarmen Leber bei der Alkoholoxydation lenkt die Aufmerksam- 
keit in Richtung auf einen qualitativen Unterschied beim Alkoholabbau. 
In welchen Stoffwechselvorgingen dieser Unterschied liegen wiirde, ist 
bis auf weiteres noch unklar. Es ist zu erwahnen, daB Walkenstein 
und Weinhouse”® fanden, daB bei der Oxydation von Aldehyden mit 
Mitochondrien aus Rattenleber DPN oder ATP benotigt wird, damit 
der AbbauprozeB ablaufen kann. Weil DPN und ATP miteinander im 
Gleichgewicht stehen*!, kann unter gewissen Verhiltnissen das Gleich- 
gewicht so verschoben werden, daB ein Verbrauch an DPN resultiert. 
Frunder et al.”2 haben gefunden, daB bei der intraperitonealen Injek- 
tion von Kohlenstofftetrachlorid bei der Maus der Gehalt an DPN 


18 L, F. Leloir u. J. M. Munoz, Biochem. J. 32, 299 [1938]; A. Mirsky 
u. N. Nelson, Amer. J. Physiol. 127, 308 [1939]; J. J. Vitale, J. DiGiorgio, 
H. McGrath, J. Nay u. D. M. Hegsted, J. biol. Chemistry 204, 257 [1953]. 

19 C. M. Smythe, H. O. Heinemann u. S. E. Bradley, Amer. J. Physiol. 
172, 737 [1953]. 

20 §.S. Walkenstein u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 200, 515 [1953]. 

21 A. Kornberg, J. biol. Chemistry 182, 779 [1950]. 

22H. Frunder, H. Boérnig, G. Richter u. K. Stade, diese Z. 307, 161 
[1957]. 
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und DPNH in der Leber vermindert wird. Weil Kohlenstofftetrachlorid 
und Alkohol in bezug auf den Stoffwechsel der Leber — wenigstens in 
einigem — den gleichen EinfluB haben, kann man sich vorstellen, da8 
die CoenzymI-Verluste in beiden Fallen eine Erscheinung derselben Art 
darstellen. 


Zusammenfassung 


Die Acetessigsiurebildung aus Athylalkohol durch Perfusionsver. 
suche an intakter, normaler und glykogenarmer Rattenleber wurde 
untersucht. In beiden Fallen entstand Acetessigséure, doch bildete die 
glykogenarme Leber mehr als die normale. Der DPN/DPNH-Quotient 
sank im gleichen Verhaltnis sowohl in der normalen wie auch in der 
glykogenarmen Leber wahrend der Alkoholbelastung, verglichen mit 
dem Quotienten ohne Alkoholgabe. Bei der normalen Rattenleber be- 
ruht die Verminderung des Quotienten darauf, daB die DPN-Menge 
sinkt, wahrend die DPNH-Menge unverandert bleibt, bei der Leber 
hungernder Tiere hingegen vermindert sich die DPN-Menge im gleichen 
MaBe, wie die DPNH-Menge steigt. Als Folge des Alkoholabbaues steigt 
der Sauerstoffverbrauch. Die Steigerung ist bei der normalen Leber 
groBer als bei der glykogenarmen. 


Summary 


The formation of acetoacetic acid from ethanol has been investigated 
in perfusion experiments with intact, normal and glycogen-poor rat 
livers. In both cases acetoacetic acid was formed but in the case of 
the glycogen-poor liver the formation was greater. The DPN/DPNH 
quotient sank in the same relationship in the normal and glycogen-poor 
livers during the alcohol addition compared to the quotient which exists 
in the absence of alcohol. In the case of the normal rat liver the decrease 
in the quotient resulted from a decrease in DPN, the DPNH remaining 
unchanged. In the case of the starved rat livers, however, DPN de- 
creased in the same amount as the DPNH increased. As a result of 
the alcohol degradation the consumption of oxygen increased. This 
increase was greater in the normal than in the glycogen-poor liver. 
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Zur Spezifitat der Phosphatasen, 1V+ 


Einflu8 von Effektoren auf die Hydrolyse von Di- und Mono- 
estern durch alkalische tierische Phosphatase 
Von 
Josef Riehl 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1958) 


EinfluB zweiwertiger Metallionen und komplexbildender 

Anionen auf die Hydrolyse von Di- und Monophenyl- 

phosphat durch alkalische Phosphatase aus Schweine- und 
Rinderleber 


Die Aktivitét der alkalischen Phosphatase aus Schweine- und 
Rinderleber wird sowohl gegeniiber Di- als auch gegeniiber Monopheny!- 
phosphat durch Magnesium-, Zink-, Mangan- und Kobaltionen wesent- 
lich erhéht. Die Aktivierbarkeit ist von der Metallionenkonzentration 
stark abhangig: Bei sehr kleiner Konzentration ist die Wirksamkeits- 
zunahme gering; die Aktivitat steigt mit zunehmender Konzentration 
schnell an, erreicht ein Maximum, um dann wieder abzufallen. Hohe 
Metallionenkonzentrationen wirken sogar hemmend auf die Hydrolyse 
beider Phosphatester. 

Die optimaie Konzentration ist fiir die einzelnen Metalle verschieden, 
doch fiir das jeweilige Metall bei beiden untersuchten Enzymen in der 
gleichen GréBenordnung. Dies gilt sowohl fiir die Diester- als auch fiir 
die Monoesterspaltung (s. Abb. 1). 

Die Metallaktivierbarkeit der Phosphatasepriparate aus Schweine- 
bzw. Rinderleber ist praktisch gleich (vgl. Tabelle). 


Relative Aktivitat der alkalischen Phosphatase aus Schweine- und Rinderleber 
bei optimaler Metallionenkonzentration (Enzymaktivitét ohne Aktivator = 1). 











Schweineleberenzym Rinderleberenzym 
Metall- ; 
ionen Diphenyl- |Monophenyl-|/ Diphenyl- |Monophenyl- 
phosphat phosphat 

Zn 1,8 1,2 1,5 1,1 
Co?® 2,2 1,4 2,0 1,3 
Mg 2,6 1,6 2,3 1,3 
Mn? 4,6 1,7 4,2 1,4 














1 TI. Mitteil.: E. Bamann u. J. Riehl, Chem. Ber. 88, 1556 [1955]; III. Mit- 
teil.: J. Riehl, E. Bamann u. W. Stadelmann, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 


pharmaz. Ges. (im Druck). 
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Die vier gepriiften Metalle erhdhen die Diphenylphosphat-Spaltung 
starker als diejenige des Monoesters. Keines der untersuchten Metall. 
ionen nimmt eine bevorzugte Stellung ein, wie dies Roche® vom Magne. 
sium glaubt. Vielmehr bestatigen sich die Ergebnisse verschiedener 
Autoren**, wonach Mangan-, Zink- und Kobaltionen den Magnesium. 
ionen ebenbiirtige Aktivatoren der alkalischen tierischen Phospho- 
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Abb. 1. Hydrolyse von Monophenylphosphat (a) und Diphenylphosphat (b) durch 
alkalische Phosphatase aus Schweine- ( ) und Rinderleber (- - - - - ) in Gegen- 
wart von Mg”®- (@), Zn?®- (O), Mn®- (@) und Co?®-Ionen ( @). 

Die Ansatze enthielten in 20 ccm: Ester in 0,04-m. Lésung; Schweineleberenzym 
1,0 Ph. E.-[e],, bzw. Rinderleberenzym 2,0 Ph. E.-[e]); 8,0 ccm 2,5-n. Ammoniak/ 
Ammoniumchlorid-Puffer, pH 9,8 (a) bzw. 8,2 (b); Metallsalz in angegebener 
Molaritaét; 2 Tr. Toluol; Inkubation: 1 Stde. (a) bzw. 12 Stdn. (b) bei 37°. 





monoesterasen sind. Unsere Befunde zeigen dariiber hinaus, daB dies 
auch fiir die Hydrolyse von Diphenylphosphat giiltig ist. Hierbei mu8 
allerdings offenbleiben, ob in natiirlichen Systemen nur ein bestimmtes 
Ion von Bedeutung ist oder ganz allgemein zweiwertige Metallionen eine 
Rolle spielen. 

Gibt man zu den Enzymlésungen Komplexbildner, so wird die 
Aktivitat der Enzyme proportional deren Konzentration reduziert bzw. 
vollig aufgehoben (s. Abb. 2). 

2 J. Roche, Helv. chim. Acta 29, 1253 [1946]. 

3’ E. Bamann, Naturwissenschaften 28, 142 [1940]; E. Bamann u. E. Heu- 
miller, ebenda 28, 535 [1940]; L. Massart u. L. Vandendriesche, ebenda 
28, 143 [1940]. 

4 P. Portmann, diese Z. 809, 87 [1957]. 
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Der Effekt der in unseren Versuchen verwendeten Anionen Fluorid, 
Oxalat, Citrat, Cyanid und ADTA* ist von unterschiedlicher GréBe und 
nimmt in der genannten Reihenfolge der Agenzien zu. Kine Aktivitits- 
steigerung durch geringe Mengen dieser Substanzen diirfte darauf be- 
ruhen, daB Metallionen, die die Aktivitat der Enzyme hemmen, durch 
Komplexbildung aus der Reaktion genommen werden. 
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Abb. 2. Hydrolyse von Monophenylphosphat (a) und Diphenylphosphat (b) durch 
alkalische Phosphatase aus Schweine- ( ) und Rinderleber (- - - - -) in Gegen- 
wart von Fluorid- (@), Cyanid- (9), Oxalat- (O), Citrat- (©) und ADTA-Ionen (©). 
Die Ansatze enthielten in 20 ccm: Ester in 0,04-m. Lésung; Schweineleberenzym 
1,0 Ph. E.-[e],, bzw. Rinderleberenzym 2,0 Ph. E.-[e],; 8,0 com 2,5-n. Ammoniak/ 
Ammoniumchlorid-Puffer, pH 9,8 (a) bzw. 8,2 (b); Inhibitor in angegebener 
Molaritat; 2 Tr. Toluol; Inkubation: 1 Stde. (a) bzw. 12 Stdn. (b) bei 37°. 





Die Hemmung alkalischer Phosphatasen durch Komplexbildner ist 
reversibel. Nach Zugabe von Metallionen wird die urspriingliche Akti- 
vitit wiedergefunden (s. Abb. 3). Diese Tatsachen beweisen, daB zwei- 
wertige Metallionen fiir die Wirksamkeit der alkalischen Phosphatase 


unbedingt notwendig sind. 
Bei gleichzeitigem Mischen von Substrat, Metallionen und Enzym- 
lésungen beobachtet man eine kleinere Aktivititszunahme, als wenn 





* ADTA = Athylendiamintetraacetat. 
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man die Enzymlésung vor der Zugabe des Substrates langere Zeit mit 
dem Metallsalz prainkubiert. Untersuchungen von Roche? und anderen 
Autoren*® haben ergeben, daB bei der Dialyse von Enzymlésungen 
ionogen vorliegende Metalle leicht und ohne bemerkenswerte Aktivitiits. 
abnahme entfernbar sind, die iibrigen, offenbar an Enzym verankerten 
Metalle, dagegen nur sehr langsam und unter zunehmendem Aktivitits. 
verlust abdialysieren, ohne da8B hierbei eine absolut metallfreie Enzym. 


















































10 ps] 
/ X 
a 
f i 
-, |\ 
= La 
= Fa y \ 
3 1° : 
& iF \ 
x 6 an “\ 
') \ 
1} 14 
He 
| 
ty 
4 
fs 
RY 
6 ah 
ee 
! 1 
a 
1 
! 
y ! 
! 
4 1 
/ ! 
/ e 
1 / 
1 H 
. / 1 
zs Z 
2 i 
/ + 
Vad , 
s 4 
, 7 
é g 
--° 
6 4 


—— -109 Cyp2@ 


Abb. 3. Reaktivierung der durch ADTA inaktivierten alkalischen Phosphatase 
aus Schweine- ( ) und Rinderleber (- - - - - ) durch Mg?®- (@) und Mn”®-Tonen 
(O), Monophenylphosphat (a) bzw. Diphenylphosphat (b) als Substrat. 

Die Ansatze enthielten in 20 com: Ester in 0,04-m. Lésung; Schweineleberenzym 
1,0 Ph. E.-[e],, bzw. Rinderleberenzym 2,0 Ph. E.-[e]); 8,0 ccm 2,5-n. Ammoniak/ 
Ammoniumchlorid-Puffer py 9,8 (a) bzw. 8,2 (b); ADTA in 0,05-m. Lésung; 
Metallsalz, in angegebener Molaritét; 2 Tr. Toluol; Inkubation- 1 Stde. (a) bzw. 
12 Stdn. (b) bei 37°. 





lésung erhalten wird. Diese starke Bindung der Metalle beruht u. E. 
auf der Bildung von Chelatringen. 

Die Hemmung des Enzyms bei Anwesenheit groBer Mengen sonst 
aktivierender Metallionen beruht wohl auf der Bildung einer Verbindung 
zwischen Metall und Substrat, die vom Enzym-Metall-Komplex nicht 
mehr gebunden werden kann. 


5 D. Albers, diese Z. 261, 269 [1939]; J. van Thoai Nynen, J. Roche 
u. M. Roger, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 1, 61 [1947]. 
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Zur Frage der Koexistenz von Phosphodi- und Phospho- 
monoesterase 


Stellt man die Frage, ob die Hydrolyse von Di- und Monophosphor- 
siureestern von zwei verschiedenen Enzymen katalysiert wird oder ein 
und dasselbe Enzym beide Ester spaltet, so kann aus den Ergeb- 
nissen dieser Arbeit keine eindeutige Antwort gegeben werden. Die 
Wirkung der gepriiften Effektoren, sowohl die der aktivierenden zwei- 
wertigen Metallionen als auch die der hemmenden Anionen, ist quali- 
tativ bei der Di- und Monoesterhydrolyse gleich. Ahnliches konnten 
Fleury, Courtois und Plumel® bei der Serumphosphatase beobachten. 
Quantitativ treten in der Aktivitatssteigerung Unterschiede auf. Jedes 
der gepriiften Metallionen — Magnesium-, Zink-, Mangan- und Kobalt- 
ionen — tibt auf die Diesterhydrolyse eine gréBere Umsatzsteigerung 
aus als auf die Monoesterhydrolyse. Dagegen sind die optimalen Akti- 
vatorkonzentrationen fiir die Hydrolyse der beiden Ester etwa gleich. 
Als erwiesen kann aber nunmehr gelten, daB die Di- und Monoester- 
hydrolyse durch sehr ahnlich gebaute Protein-Metall-Chelate bewirkt 
wird. 

Ich danke meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. E. Bamann, 


aufrichtig fiir die Férderung, die ich bei Inangriffnahme dieses Arbeitsgebietes 
gefunden habe. 


Beschreibung der Versuche 


Substrate: Glycerin-f8-phosphorsaure als Na,C,H,0,P-5H,O (Merck). 
— Monophenylphosphat als Na,C,H,0,P-H,O und Diphenylphosphat als 
KC,,H,,0,P:2H,O, beide dargestellt nach Asakawa’. — Die verwendeten Sub- 
strate waren praktisch frei von anorganischem Phosphat. 

Effektoren: MgCl,, MnSO,, Co(NO,),, ZnSO,, NaF, KCN, Natriumoxalat 
und Citronensaure, alle p. a. Merck; ADTA als Titriplex-III Merck. 

Enzympraparate: Als Enzympraparate dienten dialysierte Ausziige aus 
Acetontrockenpraparaten von Schweine- und Rinderleber nach Bamann und 
Diederichs®. 

Die phosphatatische Wirksamkeit der Enzympraparate wird in Einheiten 
nach Bamann und Riedel® angegeben. 

Ansatze: Es wurden 8ccm Enzymlésung (entsprechend 2g Leber) mit 
2cem einer Lésung des Aktivators bzw. Inhibitors gewiinschter Konzentration 
60 bzw. 15 Min. bei 37° prainkubiert und dazu anschlieBend 2 ccm 0,4-m. Substrat- 
lésung und 8 cem 2,5-n. NH;/NH,Cl-Puffer von entsprechendem py gegeben. Alle 
verwendeten Lésungen waren auf 37° vortemperiert. 

Zu jeder Versuchsreihe wurden in gleicher Weise Bestimmungen ohne den 
entsprechenden Effektor durchgefiihrt. 

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte bei der fiir den Ester optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Reaktionsgemische wurden unter leichtem Schiitteln bei 37° gehalten. — 
Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben zu je 5 ccm entnommen. Die Reaktion 
wurde mit 5 ccm 10-proz. Trichloressigsaurelésung gestoppt. 


6 P. Fleury, J. Courtois u. M. Plumel, Bull. Soc. Chim. biol. $2, 40 [1950]. 
7 K. Asakawa, J. Biochemistry 10, 157 [1928]. 

8 EK, Bamann u. K. Diederichs, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 2019 [1934]. 
® E. Bamann u. E. Riedel, diese Z. 229, 125 [1934]. 
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Bestimmung der Enzymaktivitat: 


a) Die Messung der abgespaltenen Phosphorsaure erfolgte nach Fiske 
und Subbarow?®, modifiziert nach Lohmann und Jendrassik!", mit Hilfe 
eines lichtelektrischen Kolorimeters, Modell V, nach Lange?®. 

b) Die abgespaltene Menge Phenol ermittelten wir kolorimetrisch nach Folin 
und Denis!. Cyanid und ADTA verursachen eine Stérung der Bestimmung. 
Mit Hilfe von Eichwerten, die in Gegenwart der entsprechenden Menge an den 
genannten Ionen aufzustellen sind, gelangt man zur richtigen Auswertung der 
MeBergebnisse. 

c) Die Spaltung des Diesters zur Stufe des Monoesters errechnet 
sich aus den Werten des abgespaltenen Phenols und der freigesetzten Phosphor. 
siure. 

Zusammenfassung 


1. Die Aktivitaét der alkalischen tierischen Phosphatase gegeniiber 
Di- und Monophenylphosphat wird durch zweiwertige Metallionen (Mg, 
Zn, Mn,Co) gesteigert. Die optimale Metallionenkonzentration fiir die Hy- 
drolyse beider Ester liegt in derselben GréBenordnung. Die Diesterhydro. 
lyse wird jedoch erheblich starker als die Monoesterhydrolyse beschleunigt. 

2. Durch Komplexbildner wie Fluorid, Oxalat, Citrat, Cyanid und 
ADTA wird die alkalische Phosphatase teilweise bzw. vollig inaktiviert. 
Diese Inaktivierung 1aéBt sich jedoch durch Zugabe der zweiwertigen 
Metallionen wieder aufheben. Hemmung und Reaktivierung sind bei 
der Di- und Monoesterhydrolyse in gleicher Weise beobachtbar, woraus 
sich ergibt, daB die Spaltung beider Estergruppen nur in Anwesenheit 
der genannten Metallionen ablauft. 

3. Unsere Ergebnisse lassen keinen SchluB auf die Existenz zweier 
Enzymindividuen, einer Phosphodi- und einer Phosphomonoesterase, zu. 


Summary 


1. The activity of alkaline animal phosphatase with respect to 
di and monophenylphosphates is increased by the addition of divalent 
metal ions such as Mg, Zn, Mn and Co. The optimal metal ion concen- 
tration for the hydrolysis of both esters is of the same order of magnitude. 
However, the hydrolysis of diesters is accelerated to a much greater 
extent than that of monoesters. 

2. Complexing agents such as fluoride, oxalate, citrate, cyanide and 
EDTA inactivate the alkaline phosphatases completely or in part. How- 
ever, this inactivation can be overcome by the addition of divalent 
metal ions. Inhibition and reactivation in this manner can be shown 
in the hydrolysis of both mono- and diesters. Therefore the splitting 
of both esters occurs only in the presence of the above-named metal ions, 

3. Our results do not exclude the possible existence of two individual 
enzymes — a phosphato-diesterase and a phosphato-monoesterase. 


10 ©, H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 {1925]. 

11K, Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926]. 

122 EK. Bamann u. M. Meisenheimer: in E. Bamann u. K. Myrback, 
Methoden der Fermentforschung, G. Thieme, Leipzig 1941, New York 1945, S. 1605. 
138 Q. Folin u. W. Denis, J. biol. Chemistry 22, 305 [1915]. 
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Eine Mikrobestimmung von Amid-Stickstoff, 
speziell in Proteinen 
Von 
Hermann Stegemann 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der 
Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1958) 


Herrn Professor Dr. K. Thomas zum 75. Geburstag gewidmet 


Bei Bestimmung des Amid-Stickstoffs in Proteinen besteht die 
Schwierigkeit, das wihrend der Hydrolyse aus Asparagin und Glutamin 
freigesetzte Ammoniak abzugrenzen gegen Ammoniak, welches durch 
Zersetzung aus anderen Aminosiuren entsteht. Vor allem Serin, Threonin 
sowie Cystein und Cystin werden bei der Hydrolyse unter erhohter 
Temperatur teilweise unter Bildung von Ammoniak zerstort. 

Die bisher zuverlassigsten Methoden! sehen eine salzsaure Hydrolyse iibor 
10 bis 12 Tage bei 37° vor oder man mit die Kinetik der Zersetzung durch Hydro- 
lysen bei 100° an Hand der Ammoniakentwicklung und extrapoliert auf die Zeit 0. 
Fir erstere Methode ist der Zeitbedarf, fiir letztere der Arbeitsaufwand sehr be- 
trichtlich, die Extrapolation haufig unsicher; auch werden Hydrolyse, Neutrali- 
sation, Abtrennung des gebildeten Ammoniaks und seine Bestimmung in ge- 
trennten Schritten durchgefiihrt. 

Warner und Cannan? schlagen eine milde alkalische Hydrolyse zwischen 
25 und 35° vor, der eine Diffusion und Titration des Ammoniaks folgt. Sie ver- 
folgen die Reaktion bis zu 60 Stdn. und extrapolieren auch auf die Zeit 0. Ihre 
iiber den Amid-Stickstoffgehalt gehenden Werte glauben sie auf die Zersetzung 
von Arginin, Histidin, Serin, Threonin und Cystin zuriickfiihren zu diirfen. 

Die seit der Jahrhundertwende angewandte* und verbesserte® Dif- 
fusionstechnik bietet sich speziell fiir Mikrobestimmungen an. Diese 
haben wir im Hinblick auf iiberall vorhandene und moderne Hilfsmittel 
weiterentwickelt. Auch die von manchen Autoren als diffizil angesehene 
photometrische Ne Bler- Bestimmung wurde durch Einfithrung silicium- 
freier Lauge zuverlassig gestaltet; Titration mit n/1000-Lésungen er- 
schien uns vergleichsweise umstindlicher. 








1 A. H. Gordon, A. J. P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochem. J. 35, 
1369 [1941]; 8. J. Leach u. E. M. J. Parkhill, Proceedings intern. wool textile 
research conference, Australia, C 92—101 [1955]; dort auch weitere Literatur. 

2 M. W. Rees, Biochem. J. 40, 632 [1946]. 

3 R. C. Warner u. R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 142, 725 [1942]. 

4 W. Gaus,'Z. anorg. Chem. 25, 236 [1900]; A. Hahn, Dtsch. med. Wschr. 
40, 430 [1914]; B. v. Horvath u. H. Kadletz, Dtsch. med. Wschr. 42, 414 [1916]. 

5 KE. J. Conway u. A. Byrne, Biochem. J. 27, 419 [1933]. 
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Ein wesentliches Merkmal der neuen Methodik ist, daB man die 
Amid-Bestimmung in einem Schritt als quasi-Eintopfreaktion durch. 
fiihren kann. Dabei kénnen unsubstituierte Amidgruppen von «-Amino. 
siuren in Form der freien Verbindung, aber auch im Peptid- oder 
Proteinverband ohne zusitzlichen Arbeitsaufwand fiir die Hydrolyse 
direkt bestimmt werden. 

Man verbindet eine alkalische Hydrolyse bei Raumtemperatur mit 
der Diffusion des freigesetzten Ammoniaks in Schwefelsiure und bildet 
im gleichen Kélbchen den NeBler-Komplex fiir die quantitative photo. 
metrische Auswertung. Innerhalb von 36, aus technischen Griinden meist 

40 Stdn. ist aus allen untersuchten 





100 a Aminosiureamiden der gesamte Amid. 
—« stickstoff in Form von Ammoniak in die 
/) Schwefelsaure diffundiert. Die Kinetik 





der reinen Diffusion aus Ammonium. 
sulfat und die der kombinierten Hydro. 
lyse und Diffusion aus Asparagin und 
Glutamin ist in Abb. 1 fiir Temperaturen 
zwischen 20 und 24° dargestellt, wobei 
die anfingliche Erwirmung durch die 
Hydratation der NaOH nicht beriick. 
sichtigt ist. Bei 4° findet man von Gluta- 
min nach 20 Stdn. 96% des Amidstick- 
stoffs, von Asparagin erst 70%, nach 6 
Tagen 95°. Bei 50° verseifen auch die 
bei Raumtemperatur bestandigeren Ver. 
Peer aes bindungen wie Acetamid, Propionamid 
ee a ee. usw; die Bestandigkeit verschiedener 
(NH,).SO, (©), L-Glutamin (@) Aminosiiuren bei 50° unter den geschil- 
und L-Asparagin (0). derten Bedingungen haben wir allerdings 
nicht untersucht. 

Ein weiteres Merkmal ist, daf die in der Literatur als labil angese- 
henen Aminoséuren* Serin, Cystein, Threonin, Arginin und Histidin 
unter den angewandten Bedingungen auch nicht in Spuren unter Bildung 
von Ammoniak zersetzt werden (Tab. 1). Dadurch fallen alle haufig 
nicht genau zu bestimmenden Korrekturfaktoren fort, die durch die 
verschiedene Labilitét von Threonin und Serin in verschiedenen Peptid- 
kombinationen bedingt sind? *. Cystin macht eine Ausnahme. Es ist 
nicht absolut stabil, 1 bis 3°/ des Stickstoffs werden als Ammoniak 
gefunden. Diese Fehlerméglichkeit kann durch Perameisensiure-Oxy- 
dation nach Toennies’ ginzlich ausgeschaltet werden, denn die dabei 





% Ausbeute NH,-N —3>= 
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* Alle untersuchten Aminosauren sind chromatographisch einheitlich in je 
einem sauren, einem neutralen und einem basischen Lésungsmittelsystem. 

6 B. H. Nicolet, L. A. Shinn u. L. J. Saidel, J. biol. Chemistry 142, 
609 [1942]; M. C. Corfield u. A. Robson, Biochem. J. 59, 62 [1955]. 
7G. Toennies u. R. P. Homiller, J. Amer. chem. Soc. 64, 3054 [1942]. 
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Tab. 1. Bestandigkeit von L-Aminosauren gegen 5-n. NaOH bei 20—24°. 














Zahl der | Diffu- |Gesamt-N] NH,-N | NH;-N | poop 

Bestim- | sionszeit |eingesetzt| gefunden | in % des | |, m 

mungen | in Stdn. iny iny |Gesamt-N] “" gen 
Glycin . 3 16 1000 0 0 L 
pi-Prolin . . 3 16 1000 0 0 L 
Hydroxyprolin. 3 16 1000 0 0 L 
Tyrosin . . . 3 16 1000 0 0 F 
Tryptophan. . 3 16 1000 0 0 F 
| Lee 3 48 1000 0 0 L 
Threonin . . 3 48 1000 0 0 L 
Methionin. . . 3 48 1000 0 0 L 
(ystein. . . 3 40 500 0 0 L 

3 40 500 0 0 L, Pb 
(ysteinsiure. . 3 20 500 0 0 F 
Gystin .... 3 16 58 0,8 1,3 F 
3 16 233 4,5 1,9 F 
3 16 932 26,0 2,8 F 

2 40 233 0 0 L, O 
Lysin 2 16 2000 0 0 L 
Histidin 2 16 3000 0 0 L 
Arginin. . . . 2 16 4000 0 0 L 

Arginin-HCl. . 3 12 4000 41,0 1,0 L, V 
3 48 | 4000 40,7 1,0 L 














* Aminosiure als Lésung (L) bzw. feste Substanz (F) zugesetzt; O = oxydiert mit Perameisen- 
siure; Pb = Bleiacetat zugesetzt; V = verunreinigt mit NH,-Salz. 


aus Cystin (und Cystein) gebildete Cysteinsiure wird nicht zersetzt. 
Fiihrt man das freie oder proteingebundene Cystin nicht in Cystein- 
siure iiber, so beobachtet man einen Anstieg des Amid-N mit der Zeit. 
Durch Testoxydation von Asparagin und Glutamin wird auch bewiesen 
(Tab. 2), daB kein Ammoniak durch die denkbare partielle Hydrolyse 
mittels Ameisensiure und durch die anschlieBende Gefriertrocknung 
verlorengeht. In welchem Grade sehr tryptophan- und cystinreiche 
Proteine wie Chymotrypsinogen u. a. dieser Behandlung zugiinglich sind, 
wurde noch nicht untersucht. Man wird hier besser Reduktionsmethoden 
anwenden. 

So kann man in dem recht cystinreichen Insulin bei der Annahme 
eines Molekulargewichtes von 57348 und 6 Amidgruppen den mit 1,47% 
berechneten Amidstickstoff mit einer bisher nicht erreichten Genauig- 
keit und Schnelligkeit reproduzierbar bestimmen. Man findet 1,48 bzw. 
1,49%, und es ist gleichgiiltig, ob man die Hydrolyse und Diffusion 
nach einem Tag oder zwei bzw. vier Tagen unterbricht (s. Tab. 3). 

Enthalt ein Protein praktisch kein Cystin, wie beispielsweise 
Gelatine oder Histon, so findet man auch keinen Anstieg des Amid-N, 
aus dem cystin- und amidgruppenfreien, aber serinreichen Seiden- 





8 A. P. Ryle, F. Sanger, L. F. Smith u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 541 
(1955). 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 312 17 
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fibroin bildet sich ebenfalls kein Ammoniak (Abb. 2). Das beweist, dab 
auch im Peptidverband nur Cystin an der Ammoniakbildung beteiligt 
ist. Hydrolysiert man dagegen Gelatine erst mit Salzsiure und bestimmt 
dann den Amidstickstoff, so hat dieser, wie man aus Tab. 3 sieht, fast 
um das Doppelte zugenommen. Das diirfte auf teilweise Zersetzung von 
Serin, Threonin u. a. zuriickzufiihren sein. 

Die Substanzen k6énnen fest oder in Lésung vorgelegt werden. 
Ersteres ist besonders bei unléslichen Skleroproteinen oder bei besonders 
kostbarem Material von Vorteil. Man kann bei einem Amidstickstoff- 
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Tab. 2. Anwendbarkeit der Amidgruppenbestimmung auf verschiedene Amide, 
te) 





Anzahl | Diffu- ein- Amid-N 

der |sionszeit| gesetzte % Bemer- 
Bestim- in Menge be- ge- wieder- | kungen* 
mungen | Stdn. my | rechnet | funden |gefunden 

L-Asparagin 2 40 | 100 | 10,61 | 10,5 99 L 

3 40 100 -—— 10,7 101 F 

2 40 100 - 10,7 101 L,0 

3 96 150 - 10,4 98 F,P 

2 96 150 _- 10,4 98 L, P 
L-Glutamin 3 16 100 9,59 9,5 99 F 

2 40 100 -- 9,6 100 L,0 

3 96 150 -— 9,7 101 F,P 
Glycinamid- 

HCl 3 20 80—300| 12,68 12,7 100 F 
L-Leucin- 

amid-HCl 3 16 240 8,40 9,7 115 L, V 
N-Benzoyl- 

L-tyrosyl- 600 bis 

glycinamid 4 20 1000 3,94 3,86 98 F 
N-Benzoyl-t- 

argininamid- 750 bis 

HCl : 2 40 1000 4,61 4,46 97 F 
Formamid 2 24 66 31,1 31,7 101 L 

2 40 66 31,3 100 L 
Dimethyl- 

formamid 2 136 50 0 0 L 
Acetamid 2 40 100 23,7 19,0 80 F 
Chlor- 

acetamid 2 40 200 14,5 15,0 103 F 
Thio- 

acetamid 2 20 300 18,6 12,9 69 F 
Harnstoff + 4 40 600 46,6 0,0 0 F 

144 600 — | <4" F 
Thioharnstoff 2 40 400 36,8 0 0 F 
Benzamid 2 50 250 11,5 11,3 98 F 
Phthal- 

imid-K 2 144 400 7,6 6,7 89 F 
Sulfanilamid 2 140 300 0 0 F 
Urotropin 2 140 250 | bine @ -ufong 

* Substanz als Lésung (L) bzw. fest (F) zugesetzt; O = oxydiert mit Perameisensiure; 
P = 2 Plitzchen NaOH zugesetzt; V = wahrscheinlich nicht frei von NH,-Salz. 
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ghalt von 10% eine Einzelbestimmung mit rund 100 y Substanz durch- 
ihren und ist lediglich durch die Genauigkeit der Einwaage an einer 
uteren Grenze angelangt. Man versetzt dann mit 1 m/ Wasser, gibt 
dn Plitzchen Natriumhydroxyd hinzu und iberlaBt Hydrolyse und 
Diffusion sich selbst. Arbeitet man in Lésung, so ist es gleichgiiltig, 
ob diese m&Big sauer, neutral oder bis zu 0,l-n. natronalkalisch ist, 
yobei es sich von selbst versteht, daB letztere unmittelbar vor dem 
Versuch hergestellt werden, um Ammoniakverluste durch Hydrolyse 
m vermeiden. Beim Auflésen von Proteinen in 0,l-n. Natronlauge bei 
Raumtemperatur bemerkten wir bei einer Wartezeit bis zu 10 Min. 
keine Verluste an Amidstickstoff. 


—. 












% NH; \N—=— 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Ammoniakentwicklung vom Cystingehalt des Proteins. 
Literatur-Mittelwert fiir Amid-N = 100%; ® Insulin (12,5% CyS); © Serum- 
albumin (5,7% CyS); O Edestin (0,9% CyS); a Thymushiston (0% CyS); V Seiden- 
fibroin (0% CyS); Gelatine (0% CyS); x Ovalbumin (0,5% CyS). 


Die Laugenkonzentration im Diffusionsschalchen mit 1 m/ neutraler 
Lésung entspricht nach Zugabe eines Plaitzchens von rund 200 mg Ge- 
wicht etwa 5-n. Natronlauge; das geniigt, um selbst stark gepufferte 
oder recht saure Lésungen ausreichend alkalisch zu machen und ohne 
Vorbehandlung einsetzen zu kénnen. Zugabe von zwei oder mehr 
Plitzchen beeinfluBt den Zellenblindwert kaum. 


Die vorgelegte Schwefelsiure ist so gewahlt, daB ihr Wasserdampf- 
druck von dem der Natronlauge nicht zu verschieden ist und sich damit 
das Volumen nicht mehr dndert, als es im Rahmen der Fehlerbreite 
der Methode zulassig ist. Die Schwefelsiure darf etwas verdiinnter, aber 
nicht wesentlich konzentrierter sein. Die hier verwendete Saure ergibt 


erden. Inach der Neutralisation etwa 57 mg Natriumsulfat in 10 m/ Endlésung. 
onders tie Farbintensitat des NeBler-Komplexes steigt mit der Neutralsalz- 
stoff- lionzentration. Sie darf auf keinen Fall hoher sein als 140 mg/10 ml, 
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Tab. 3. Bestimmung des Amid-Stickstoffs in Proteinen. Vergleich der gefundenen 





Hermann Stegemann, 


mit den Literaturwerten. 
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Zahl ; mec Serin | /breo- Cystin — oat 
Material der | Ein- | Diffu- Ne "1 nach mn nach h Be. 
Be- | waage | sions- SP 1 1 o.2 | BA 17 48 | Be ge- | mer 
stim- | in y |zeit in funden igen Le.?,® |funden| jun, 
mun- | etwa | Stdn. gen* 
gen in % des Trockengewichts 
Edestin 3 600 40 | 18,46] 6,3 | 3,9 0,9 | 1,75 | 1,72 | F 
2 x krist. 3 600 | 140 — _— — — — 1,95 | F 
Ovalbumin 2 600 40 | 15,8 8,2 | 4,0 0,5 | 1,02 | 1,01 F 
2 x krist. 2 600 | 140 — — - — — 1,18 | F 
salzfrei 
NBCo 9796 
Serum- 9 900 | 40 | 16,3 4,2 | 5,8 5,7 | 0,78 | 0,97 | F 
albumin 9 2000 | 40 _— — — — — | 0,97) L 
Rind, krist. 3 800 | 140 — — - — 1,16 | F 
NBCo 1462 2 500 88 — — — | 0,70] F,( 
y-Globulin 3 700 40 | 15,7 — ~ — | 0,97] F 
Rind, Frak- 3 700 | 140 — — - — 1,10 | F 
tion IT 
NBCo 2649 : 
Insulin 3 1500 16 | 15,9 5,2 2,3 12,5 | 1,47 | 1,65 F § 
Kalb, mehr- 2 1500 40 — — - — — 1,92 | F § 
fach krist., 5 1000 40 — — - --- 1,93 | L § 
Hoechst 2 1000 16 — — — 1,49 | L,@ 
Juni 58 2 1000 40 — — - — 1,49 | LQ 
2 1000 88 — — — — 1,48 | L,0 
Histon 3 3000 16 - 4,7 | 4,8 0 0,87 | 0,60 | F 
Kalbsthy- 3 3000 40 — : — — | 0,62) F 
mus, Mann 
3449 
Seidenfi- 3 5000 40 16,2 | 1,6 0 0 0,0 F 
broin pu- 
rum Fluka, 
Marz 58 
Gelatine 2 2000 40 — 3,2 | 2,2 0 0,07 | 0,63 | L,H 
Extragold- 2 2000 96 — — -—— — — | 0,61 L,H 
blatt, Merck 2 5000 20 — -— _ 0,32 L 
542617 4 5000 40 — — — — | 0,31 L 
2 5000 | 190 — — — — | 033) L 
Elastin 2 1800 40 | 16,2 104 it 0,6 | 1,73 | 0,26 | F 
NBCo 1782 2 1500 | 140 — — - — — | 0,32] F 


* Protein als Lésung (L) bzw. feste Substanz (F) zugegeben; O = oxydiert mit Perameisen- 

















siure; H = 24 Stdn. bei 110° mit 6-n. HCl hydrolysiert. 


weil sonst das Kolloid zu rasch ausflockt, die Losung triibt und damit 
zu hohe Extinktionen vortiuscht?®. 


® G. R. Tristram in H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, Academic 





Press, New York 1953, Bd. I A, 8S. 211—223. 


10 Nach Versuchen mit G. Toennies, Philadelphia (USA), 1955; unver- 
éffentlicht. 























pass 
sch’ 
bei 


Spi 


ath: 
mel 
in ¢ 


bei 

Gly 
Am 
tral 


Ho 
facl 
Wa 








> Bel wall oll wl 


Et ej ey 


(— KT) 


. 


Saal 





Bd. 312 (1958) Mikrobestimmung von Amid-Stickstoff 2961 


Von den niederen Amiden haben wir auBer Asparagin und Glut- 
amin — die durch Titration und Papierchromatographie als einheitlich 
erkannt wurden — noch einige selbst synthetisierte Amide in die Unter- 
suchung einbezogen*. Trotz Varianten in Vorbehandlung und Bestim- 
mung wurden die errechneten Stickstoffwerte gefunden (Tab. 2), sofern 
es sich um Aminosiaurederivate handelt. Formamid wird innerhalb eines 
Tages auch vollig hydrolysiert, wahrend es beim Acetamid schon der 
negativen Substitution durch Chlor bedarf, um dies zu erreichen. 


Die Untersuchungen an Proteinen (Tab. 3) standen mit unserer 
Arbeit tiber die Einwirkung von Formamid auf Kollagen bzw. Gelatine 
in Zusammenhang" und sollen spiter verdffentlicht werden. Deshalb 
haben wir hier vorerst kaufliche kristallisierte oder gereinigte Proteine 
zum Vergleich herangezogen. Im Fall des Insulins** ergibt sich Uber- 
einstimmung mit dem berechneten Wert*®; die Angaben der Literatur 
schwanken zwischen 1,39 und 1,75°% Amid-N, bezogen auf Insulin- 
trockengewicht?. 

Die anderen Proteine sind von uns nicht nochmals gereinigt worden, 
weshalb wir auBer dem Hersteller auch die Chargennummer angeben. 
Im wesentlichen stimmen unsere Werte mit denen der Literatur tiber- 
ein. Wo unsere Werte niedriger liegen, diirfte das auf das verbesserte 
Verfahren zuriickzufiihren sein. Im einzelnen bedarf das aber einer 
Nachpriifung fiir jedes Protein durch Untersuchung vieler Chargen genau 
bekannter Herkunft und mehrfach gesicherter physikalischer Kriterien. 
Die Amidwerte der Literatur fir Gelatine und Elastin sind unter- 
schiedlich und richten sich nach der Vorbehandlung des Proteins. 


Beschreibung der Versuche 
Gerite 


50-ml-Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas mit Normalschliff 29, dazu 
passend Polyaéthylenstopfen. Auch die Stopfen werden fiir einige Min. in Chrom- 
schwefelsiure getaucht und mit entionisiertem Wasser intensiv gespiilt. Trocknen 
bei Raumtemperatur in ammoniumsalzfreier Atmosphare. 

Probeschalchen, Durchm. etwa 20mm, Hohe etwa 15mm. Nach dem 
Spiilen diirfen die Behilter nur noch mit einer Pinzette angefaBt werden. 

Den Stander fir die Probeschalchen schneidet man z. B. aus einem Poly- 
athylen-Schlauch (Wandstaérke 1mm, Durchm. 16mm, Lange etwa 12 mm) mit 
mehreren Zacken auf einer Seite, so daB der Stander lediglich auf den Spitzen 
in der Schwefelsaiure ruht. 

* Herrn H. J. Diinger und Herrn H. Pokojski danke ich fiir ihre Hilfe 
bei den Synthesen. Zur vollstandigen Befreiung von Ammoniumchlorid wird 
Glycinamid-HCl an Amberlite IR 45 in die freie Base iibergefiihrt, Spuren freien 
Ammoniaks im Vak. entfernt und unter Eiskiihlung mit Salzsiure wieder neu- 
tralisiert. 

** Wir danken auch an dieser Stelle Herrn Dr. F. Lindner (Farbwerke 
Hoechst, Biochemisches Laboratorium) fiir die freundliche Uberlassung von mehr- 
fach umkristallisiertem Kalber-Insulin. Dieses wurde nochmals mit reinstem 
Wasesr gewaschen, kristallisiert und getrocknet. 

11 K. Thomas u. H. Stegemann, Beitr. Silikoseforschung, Heft 28 [1954]. 
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Hermann Stegemann, 


Reagenzien 
Alle GefaBe miissen fettfrei und peinlich sauber gespiilt sein, denn 1 y NH,-N 
entspricht einer Netto-Extinktion von etwa 0,025. Man bewahrt sie vor Laborluft 
geschiitzt auf. Alle Flaschen mit Reagenzien sollten mit einer Kappe oder einem 
iibergestiilpten Becherglas versehen sein. 
0,8-n. Schwefelsaure, p.a.; 0,8-n. Natronlauge, p.a.; festes NaOH. 


Ammoniumsulfat-Standardlésung: 47,166 mg iiber P,O, getrocknetes 


Ammoniumsulfat/l Wasser, entsprechend 10 y N/m. 

Wasser: dest. oder entionisiert, iiber 5 m/ 85-proz. Phosphorsaure/l Wasser 
redestilliert. 

NeBler-Lésung (Modifikation nach 1. c.12): Das Arbeiten mit siliciumfreier 
Natronlauge vermeidet die Gefahr, daB bei der geringeren Alkalitat des Analysen- 
gemisches gegeniiber der NeBlerlésung Silikat zu Kieselsiure hydrolysiert. Wurde, 
bedingt durch die hohe Alkalitét der Vorratslésung bei der Bereitung oder durch 
langeres Auf bewahren in Weichglasflaschen, viel Silikat gelést, so besteht die Gefahr 
des spurenweisen Ausflockens von Kieselsiure, was den Ammoniakwert betracht- 
lich verfalschen kann. — Eine Liésung von 100 g Quecksilber(II)-jodid und 80 g 
Kaliumjodid in 100 ml Wasser wird zusammengegeben mit einer in einem Poly- 
aithylengefaB angesetzten Lésung von 200 g NaOH in 900 ml Wasser. Man 14Bt 
einige Wochen in einer Polyathylenflasche mit Kappe stehen und dekantiert vom 
Niederschlag in eine andere nicht zu diinnwandige PA-Flasche. Diese bewahrt 
man in einem von der Laborluft abgeschlossenen Schrank auf, der Wirkungswert 
bleibt iiber Monate unverandert. 


Perameisensaure-Oxydation 

Die von Toennies’ eingefiihrte und von Sanger’ bei Proteinen angewandte 
Oxydation wurde wie folgt durchgefiihrt: 20 ml frisch aufgetauter kristallisierbarer 
Ameisenséure wurden mit 2 ml 30-proz. Wasserstoffperoxyd p. a. gut verriihrt 
und nach etwa 15 Min. zu 100 mg Protein zugefiigt. Man lést unter Umschwenken 
und 148t 15 Min. stehen. Dann fiigt man 40 m/ Wasser zu und friert sofort unter 
schneller Rotation des Rundkolbens das Gemisch in einem Methylglykol/Trocken- 
eisbad ein. Nach der verlustlos verlaufenden Gefriertrocknung lést man in Wasser 
oder sehr verdiinnter Natronlauge oder setzt die Substanz in fester Form ein. 
Letzteres ist wegen des stark hygroskopischen Materials nicht unbedingt zu emp- 
fehlen. 

Ausfiihrung der Bestimmung 

Vorbereitung: Das Probeschalchen wird auf den im Erlenmeyerkolben 
befindlichen Trager gesetzt und 1 ml der zu untersuchenden waBr. Loésung mit 
3 bis 30 y Amid-N einpipettiert, ohne die Wandung zu beriihren. Die Lésung kann 
1-n. sauer bis 0,1-n. alkalisch sein. Liegt die zu untersuchende Substanz in fester 
Form vor, so wird diese direkt in dem Schalchen auf einer Mikrowaage eingewogen 
(z. B. 80 y Formylglycinamid oder 900 y Insulin), auf den Trager im Erlenmeyer- 
kolben gesetzt und 1 ml Wasser langsam zugegeben. Man mu8 darauf achten, 
da8B keine Partikel schwer benetzbarer Substanzen an der Wandung kleben, ohne 
von Wasser beriihrt zu werden. Evtl. nimmt man statt Wasser 0,l-n. NaOH 
oder ein auf Ammoniakfreiheit gepriiftes Netzmittel. 

Hydrolyse und Diffusion: Jetzt pipettiert man 1 ml 0,8-n. H,SO, auf 
den Boden des Kolbens, gibt mit einer Pinzette vorsichtig 1 Plitzchen Natrium- 
hydroxyd (etwa 200mg) in das Probeschilchen und verschlieBt den Kolben 
sofort. Man 148t ihn an einem erschiitterungsfreien Ort stehen, entnimmt ihm 
nach erfolgter Diffusion (meist 16 bis 40 Stdn.) das Schailchen und gibt zu der 
Schwefelsiure 7 ml Wasser und dann 1 ml 0,8-n. Natronlauge. 

Stickstoffbestimmung: Zu dem im Kolben enthaltenen Gemisch von 
9 m/l wird aus einer Biirette jeweils 1 m/ NeBler-Lésung gegeben, geschiittelt und 


2 R.A. Cleghorn u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 274, 189 [1934]. 
13 F, Sanger, Biochem. J. 44, 126 [1949]; Nature [London] 160, 295 [1947]. 
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die resultierende Gelbfarbung alsbald in einer 1-cm-Kiivette bei 420 my (Zeib- 
Filter S 42) gemessen. 

Zur Aufstellung einer Standardkurve werden 0, 10, 20 und 30 y Stickstoff 
in Form einer Ammoniumsulfatlésung in Reagenzglaser einpipettiert, mit Wasser 
auf 7 ml erginzt, je 1 ml Schwefelséure, Natronlauge und NeBler-Reagenz zugefiigt 
und gemessen. Besonders der Blindwert neigt dazu, sich nach einigen Stdn. durch 
langsam eintretende Triibung zu verindern. Die Kurve folgt bis 50 y N dem 
Beerschen Gesetz. Ist das NeBler-Reagenz nicht mehr einwandfrei oder sind 
Dampfe organischer Lésungsmittel (z. B. von frischgewachsten FuBbéden) im 
Raum, dann tritt~die Triibung des Blindwertes eher auf. 

Es ist zweckmaBig, auch zwei Diffusionsproben als Blindwert mitlaufen zu 
lassen. Der ,,Zellenblindwert‘‘ sollte dem der Standardkurve sehr ahnlich sein, 
sonst hat man an irgendeiner Stelle eine Verunreinigung eingeschleppt. 
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Herrn Professor Dr. Kar] Thomas danke ich herzlich fiir die stete Férderung 
und das Interesse an der Arbeit. Herrn Otto Weickhardt gilt mein Dank fiir 
die akkurate und selbstindige Durchfiihrung der Testreihen und Fraulein Christa 
May fiir die saubere kritische Nachbearbeitung. 

Fir finanzielle Unterstiitzung danken wir der Bergbau- Berufsgenossen- 
schaft, Bochum, und der Montanunion, Luxemburg. 


Zusammenfassung 


Zur Bestimmung des Amidstickstoffes von Aminosauren, Peptiden 
und Proteinen wird eine alkalische Hydrolyse bei etwa 20° kombiniert 
mit der Diffusion des gebildeten Ammoniaks in Schwefelsiure. Hydro- 
lyse und NH,-Bestimmung werden in einem GefaiB ausgefiihrt. Die 
Reaktion dauert 24 Stunden. 

Nur Cystin zersetzt sich bei den gewahlten Bedingungen unter 
Ammoniakbildung. Diese Stérung kann durch Perameisensdure-Oxy- 
dation ausgeschaltet werden. In nicht oxydierten Proteinen ist die tiber 
den Amidstickstoff hinausgehende Ammoniakbildung in etwa dem 
Cystingehalt des Proteins proportional. 


Summary 


For the determination of the amide-nitrogen of amino-acids, peptids 
and proteins, alkaline hydrolysis at about 20° is combined with diffusion 
of the ammonia formed into sulfuric acid. Hydrolysis and NH;-determi- 
nation are carried out in one flask. The reaction is complete within 
24 hours. 

It has been shown that only cystine is decomposed under the 
described conditions. This interference is overcome by performic acid- 
oxydation. In unoxydized proteins the excessive ammonia formed is 
approximately proportional to the cystine content of the protein. 
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Uber das Vorkommen von freiem Athanolamin (Colamin) 
im Liquor cerebrospinalis des Menschen 


Von 


H. G. Knavuff und H. Zickgraf 


Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen 
Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1958) 


In einer friiheren Mitteilung! berichteten wir tiber den Nachweis 
und das regelmaéBige Vorkommen von 25 ninhydrinfarbbaren Substanzen 
im Liquor cerebrospinalis. Von diesen konnten Alanin, «-Amino-n- 
buttersiure, y-Amino-butterséure, Arginin, Asparaginsdure, Cystein- 
Cystin, Glutamin, Glutaminsiure, Glykokoll, Histidin, Leucin-Isoleucin, 
Lysin, Methionin, Ornithin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Taurin, Threo- 
nin, Tryptophan; Tyrosin und Valin, also 22 Stoffe identifiziert werden. 
Es fanden sich ferner regelmaéBig drei damals nicht identifizierte Sub- 
stanzen, die wir mit X,, X, und X, bezeichneten. Zwei andere nicht 
identifizierte Stoffe X, und X,, wahrscheinlich niedere Peptide, waren 
nicht in allen Fallen nachweisbar. 

Wir bemiihten uns um die Aufklirung dieser Stoffe und konnten 
jetzt die friiher mit X, bezeichnete Substanz identifizieren. Der ent- 
sprechende Fleck war auf den mit Ninhydrin nach Levy und Chung? 
gefirbten Chromatogrammen meist ziemlich schwach gefiarbt und klein. 
Die Konzentration der fraglichen Substanz im Liquor ist also nicht 
sehr hoch. Wegen der geringen iiblicherweise zur Verfiigung stehenden 
Liquormenge war an eine Reindarstellung zu weiterer analytischer Be- 
stimmung der Substanz nicht zu denken. Die Identifizierung muBte 
daher ausschlieBlich auf dem Papier erfolgen. In iiblicher Weise diente 
dazu der Vergleich mit anderen bekannten Substanzen bei der Hoch- 
spannungselektrophorese mit verschiedenem px, der Ry-Wert bei der 
Papierchromatographie in mehreren Lésungsmittelsystemen und die 
Farbung mit verschiedenen Reagenzien. 


Methodik 


Der Liquor wurde, wie frither ausfiihrlich beschrieben!, enteiweiBt, entsalzt 
und auf 4/,99 seines urspriinglichen Volumens eingeengt. 10—13 yl dieser Lésung 
wurden auf einen mit Pufferlésung getrinkten Bogen Filtrierpapier (Schleicher 
& Schill, 2043a, 60 x 28 cm) aufgetragen. Dann wurden die in der Lésung vor- 


1 H.G. Knauff, W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. (im Druck). 
2 A. L. Levy u. D. Chung, Analytic. Chem. 25, 396 [1953]. 
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handenen Substanzen durch Hochspannungselektrophorese in Langsrich- 
tung des Papierbogens getrennt. Dazu verwende en wir folgende von Mich]® an- 
gegebene Pufferlésungen: Ameisensiure/Hisessig/Wasser 1:3:16 (pq 1,9), Pyridin/ 
Ameisensaure/Kisessig/Wasser 1:1,5:10:90 (pq 2,8), Pyridin/Eisessig/Wasser 
1:10:90 (pq 3,6) und Pyridin/Eisessig/Wasser 10:1:90 (py 6,0). Die Elektro- 
phoresedauer betrug 60—80 Min., die Spannung 70—100 V/cm. AnschlieBend 
wurden die Bogen getrocknet und senkrecht zur elektrophoretischen Trennrichtung 
mit folgenden Lésungsmitteln aufsteigend chromatographiert: n-Butanol/Eis- 
essig/Wasser 4:1:5, n-Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser, 4:1:1:5 und Methylathyl- 
keton/Pyridin/Wasser 7:1,5:1,5. 

Von simtlichen Liquores wurde ein kombiniertes Elektrophero-Chromato- 
gramm nach Levy und Chung? gefarbt. AuBerdem priiften wir das farberische 
Verhalten bei der Ninhydrinfarbung nach Briiggemann und Drepper‘, nach 
Bode® und nach Moore und Stein® ’, modifiziert nach 1. c.8, bei der Isatin- 
Farbung nach Acher®, der Folin-Farbung!® mit 1.2-naphthochinon-4-sulfon- 
saurem Natrium, modifiziert nach Barrollier™ und der Farbung mit dem Tri- 
ketopiperidinderivat (Reagenz Sa 1649) nach Heffe??. 

Die Ninhydrinfarbbarkeit von Athanolamin, Arginin, Threonin und Valin 
wurde verglichen. Dazu wurde je eine 0,001-m. Stammlésung der vier Stoffe in 
1/10n-HCl bereitet und im Verhiltnis 1:2, 1:4, 1:6 und 1:10 mit dest. Wasser 
verdiinnt. 2 m/ der Lésungen wurden jeweils mit 1 ml einer Lésung von 2 g Nin- 
hydrin und 40 mg SnCl,:2H,O in 75 ml Methyiglykol und 25 ml 4-m. Acetat- 
puffer, py 5,5, versetzt, der Ansatz 20 Min. im kochenden Wasserbad erhitzt 
und dann bei der Wellenlainge 578 mu, dem Extinktionsmaximum der entstehenden 
Ninhydrinfarbe, kolorimetriert®. 2 ml dest. Wasser, in gleicher Weise mit der 
angegebenen Lésung versetzt, dienten zur Bestimmung des Leerwertes. 


Ergebnisse 


Abb. 1 zeigt das Verhalten der fraglichen Substanz in der Hoch- 
spannungselektrophorese bei verschiedenen pa-Werten im Vergleich zu 
reinem Athanolamin. Auf dem Chromatogramm der Abb. 2 sind zunichst 
die Liquorsubstanzen durch Hochspannungselektrophorese aufgetrennt 
worden. Sie liegen dann auf einer Geraden, die als Startlinie eines auf- 
steigenden Papierchromatogramms dient. Auf dieser Geraden wird zu- 
sitzlich reines Athanolamin aufgetragen. Nach Entwicklung des Chro- 
matogramms kann daher der Ry-Wert der fraglichen Substanz aus 
Liquor mit dem des reinen Athanolamins verglichen werden. 

Die vorgeschaltete Hochspannungselektrophorese erméglicht erst 
die anschlieBende einwandfreie Isolierung der fraglichen Substanz im 
aufsteigenden Papierchromatogramm. Die papierchromatographische 








3-H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]; 88, 737 [1952]. 

4 J. Briggemann u. K. Drepper, Naturwissenschaften 39, 301 [1952]. 

5 F. Bode, Biochem. Z. 826, 433 [1955]. 

6 §. Moore u. W. J. Stein, J. biol. Chemistry 211, 893 [1954]. 

7 §. Moore u. W. J. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 

8 §. Moore u. W. J. Stein, unveréffentlicht. 

® R. Acher, C. Fromageot u. Intisz, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 5, 81 [1950]. 

10 Q. Folin, J: biol. Chemistry 51, 377 [1922]. 

11 J. Barrollier, J. Heilmann u. E. Watzke, diese Z. 804, 24 [1956]. 

12, W. Heffe, persénliche Mitteil. 

13 J. Gayer, Biochem. Z. 828, 39 [1956]. 
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Identifizierung wurde durch vergleichende Anwendung verschiedener 
Lésungsmittelsysteme vervollstandigt. 

Bei der Ninhydrinférbung farbte sich der entsprechende Fleck 
schwach blau (l. c.2), rétlichviolett (1. c.‘), rotblau (I. c.5) bzw. blau- 
violett (1. ¢.6 7). Mit dem Triketopiperidinderivat!® wurde die Substanz 
leuchtend hellblau gefarbt und zeigte im UV-Licht eine kraftige dunkel- 
blaue Fluoreszenz. Mit Isatin® und mit 1.2-naphthochinon-4-sulfon- 
saurem Natrium! war keine Anfarbung zu erzielen. 
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Abb. 1. Hochspannungselektropherogramme des Liquor cerebrospinalis bei ver- 
schiedenem py, rechts daneben jeweils reines Athanolamin. Firbung mit Ninhydrin 
nach Levy und Chung? (a—c), bzw. mit Reagenz Sa 1649 nach Heffe’ (d). 


Abb. 2. Zweidimensionales, kombiniertes Elektrophero-Chromatogramm von 

10 yl Liquor, bei dem nach der Hochspannungselektrophorese am Punkt & reines 

Athanolamin aufgetragen wurde. (Elektrophorese 80 Min. mit 80 V/cm bei py 1,9. 

Papierchromatographie mit n-Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:5, 16 Stdn. aufsteigend, 
Farbung wie bei Abb. la—c.) x = Aufstragsstelle des Liquors. 



























































Aus der sehr groBen Laufstrecke bei saurem py (Abb. 1), die die der basischen 
Aminosauren noch weit iibertrifft, schlossen wir auf stark basische Eigenschaften 
der Substanz und verhaltnismaBig niedriges Molekulargewicht. Wegen der fast 
ausschlieBlichen Farbbarkeit der Substanz mit Ninhydrin und Reagenz Sa 1649 
kam dabei in erster Linie ein einfach gebautes Amin in Frage. Die zunachst ge- 
priiften Amine Dimethylamin, Trimethylamin, Isoamylamin, Tyramin, Adrenalin, 
Noradrenalin, Histamin, Tryptamin und 5-Hydroxy-tryptamin (Serotonin) zeigten 
jedoch alle ein stark abweichendes Verhalten in Elektrophorese und Chromato- 
graphie und lieferten meist auch andere Farbungen. An das im Liquor bisher 
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Tabelle: Vergleich der Ry-Werte der unbekannten Substanz aus Liquor cerebro- 
spinalis mit denen von reinem Athanolamin nach Papierchromatographie mit ver- 
schiedenen Lésungsmitteln. 














Lésungsmittel Substanz aus Liquor | Reines Athanolamin 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 0,35 0,29 
Methylathylketon/Pyridin/Wasser 0.23 0.24 

:1,5:1, 4 a 
n-Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser 0.34 0.33 
4:1:1:5 , 4 


nicht nachgewiesene Athanolamin dachten wir erst, als wir im Harn eine Substanz 
mit genau denselben Eigenschaften auffinden konnten wie der fragliche Stoff 
aus Liquor. Denn in verschiedenen Arbeiten'*—!* wurde iiber das Vorkommen von 
freiem Athanolamin im Harn berichtet. Der Vergleich der fiir Athanolamin bei 
verschiedenen Bedingungen ermittelten Laufstrecken mit denen unserer un- 
bekannten Substanz aus Liguor und Harn erbrachte die Bestatigung, daB die 
fragliche Substanz tatsachlich freies Athanolamin sein muB (vgl. Abb. 1 und 2; 
Tabelle). 

Durch unsere Farbeversuche wird diese Ansicht weiter gestiitzt. Die ver- 
schiedenen durchgefiihrten Ninhydrinféarbungen und die Farbung mit Reagenz 
Sa 164912 ergaben mit reinem Athanolamin dieselben Farbnuancen wie mit der 
Substanz aus Liquor. Durch Isatin und 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaures Natrium 
ist in beiden Fallen keine Anfarbung zu erzielen. 


Athanolamin scheint ein regelmaBiger Bestandteil des Liquors zu 
sein. Wir konnten es in allen untersuchten 30 Fallen nachweisen. Uber 
seine Konzentration kénnen wir mangels exakter quantitativer Methoden 
einstweilen noch keine genaueren Angaben machen. Die GréBe und 
Farbintensitat des Athanolaminfleckens auf unseren nach Moore und 
Stein gefirbten Chromatogrammen schwankt etwas zwischen den ein- 
zelnen Liquores, entspricht aber meist derjenigen der Aminosiuren 
Arginin, Threonin und Valin oder der des Taurins. Fir diese Stoffe 
werden in der Literatur folgende Konzentrationen angegeben: Arginin 
0,07—0,45, Threonin 0,12—0,32 und Valin 0,08—0,22 muMol/ml (er- 
rechnet nach |. c.1% 2°), Fiir Taurin liegen uns keine Vergleichswerte 
vor. Die Konzentration des Athanolamins im Liquor diirfte daher etwa 
derjenigen der erwihnten Aminosduren entsprechen und zwischen 0.5 
und 2,5 ug/ml (entsprechend 0,08—0,4 uMol/ml) liegen. 

Méglicherweise liegen diese Werte etwas zu tief, da nach Dent'* mit einem 
gewissen Verlust durch Verdampfung der Substanz wihrend des Trocknens der 
Chromatogramme gerechnet werden mu8. Weiter mu8 man bei dieser Berechnung 


voraussetzen kénnen, daB aquimolare Mengen von reinem Athanolamin mit Nin- 
hydrin dieselbe Farbintensitét ergeben wie die betreffenden Aminosduren. Zur 


14 C, E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 

15 C. E. Dent, D. I. Fowler u. J. W. Walshe, Biochem. J. 48, P 13 [1951]. 

16 C. E. Dent u. J. W. Walshe, Metabolism 2, 474 [1953]. 

17 McCance, C. E. Dent u. A. B. Morrison, Lancet 1955, 131. 

18 J. M. Walshe, Quart. J. Med. 22, 483 [1953]. 

19 J. Logothetis, Neurology [Minneapolis] 5, 767 [1955]. 

20 J. D. Solomon, S. W. Hier & O. Bergheim, J. biol. Chemistry 171, 
695 [1947]. 
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Priifung dieser Voraussetzung kolorimetrierten wir reine Lésungen von Athanol- 
amin, Arginin, Threonin und Valin in verschiedenem Dosisbereich unter den oben 
geschilderten Bedingungen. Die bei der Wellenlange 578 mu, dem Extinktions- 
maximum samtlicher vier Ansitze, gemessenen Extinktionswerte stimmen weit- 
gehend iiberein. Auch Moore und Stein’? kamen zu einem ahnlichen Ergebnis. 

AuBerdem trugen wir unterschiedliche ebenfalls aquimolare Mengen der je- 
weils in demselben Volumen dest. Wasser gelésten Stoffe auf Filterpapierbogen auf 
und verglichen die Farbintensitét der Flecken nach verschiedenen Ninhydrin- 
farbungen. Wir sahen auch dabei keine fiir das Auge wahrnehmbaren Unter- 
schiede. Damit werden die entsprechenden Flecke dieser vier Stoffe auch auf den 
Elektrophero-Chromatogrammen von Liquor miteinander vergleichbar. 

In weiteren Versuchen trugen wir in Elektropherogrammen neben 
dem Liquor unterschiedliche Mengen der Reinsubstanz auf. Dabei er- 
zielten wir mit 2—3 yg reinem Athanolamin einen Flecken, der in seiner 
Farbintensitét etwa demjenigen des Athanolaminfleckens aus 3,5 ml 
Liquor entsprach. Danach wiirde die Konzentration des Athanolamins 
im Liquor etwa 0,5—1 ug/ml betragen. Etwaige kleine Verluste bei der 
EnteiweiBung und Aufarbeitung des Liquors kénnen dadurch nicht mit- 
erfaBt werden. 

Auf der anderen Seite ist hierbei die mégliche Fehlerquelle durch 
Verlust von Athanolamin wahrend des Trocknens der Chromatogramme 
ausgeschaltet. Denn die Reinsubstanz muf sich diesem ProzeB gegen- 
iiber genau so verhaJlten wie das Athanolamin aus Liquor. Der so ge- 
wonnene Wert steht in ganz guter Ubereinstimmung mit demjenigen, 
den wir aus dem Vergleich des Athanolaminfleckens mit denen der 
Aminoséuren aus Liquor gewonnen hatten. 

Diese halbquantitativen Angaben kénnen natiirlich nur einen ungefahren 
Anhalt geben. AuBerdem ist zu bedenken, daB Gré8e und Farbintensitaét des 
Athanolaminfleckens, ebenso iibrigens wie die Flecken der verschiedenen Amino- 
siuren, von Chromatogramm zu Chromatogramm ziemlich unterschiedlich sind. 
Trotz vollkommen gleicher Gewinnung und Aufarbeitung des Liquors erhielten 
wir einmal einen sehr schwachen, ein andermal einen recht deutlichen Flecken. 
Da die Farbung der Chromatogramme ebenfalls einheitlich erfolgte, scheinen 
diese Unterschiede durch physiologische Schwankungen des Athanolamingehaltes 
bedingt zu sein. Athanolamin macht hier keine Ausnahme gegeniiber den Amino- 
sduren? 19, 21, 

Die Liquores wurden von 30 Patienten unserer Klinik und der 
Universitits-Nervenklinik Miinchen (Dir.: Prof. Dr. K. Kolle)* mit 
sehr verschiedenen Erkrankungen des Zentralnervensystems wie Ge- 
hirntumoren, hirnatrophischen Prozessen, Gefaferkrankungen verschie- 
dener Genese, genuinen und symptomatischen Epilepsien usw. gewonnen. 
Daneben untersuchten wir Fille mit inneren Erkrankungen ohne patho- 
logischen Befund am Zentralnervensystem und Normalfille. Bei fast 
allen Patienten wurden die iiblichen klinischen Liquoruntersuchungen 
(Zellzahl, EiweiBreaktionen, Mastixkurve usw.), eine Luftencephalo- 
graphie und ein Elektroencephalogramm ausgefiihrt. Es ergab sich da- 





21 H. Bauer u. P. Boesche, Klin. Wschr. 85, 511 [1957]. 
* Wiederum haben wir Herrn Prof. Dr. P. Decker fir die Uberlassung ver- 
schiedener Liquores zu danken. 
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bei keine eindeutige Beziehung zwischen sonstigem klinischem Befund 
und dem Athanolamingehalt des Liquors. Auch im Harn war freies 
Athanolamin in allen 40 daraufhin mit gleicher Methodik untersuchten 
Fallen vorhanden, wahrend es im Blut offenbar nicht oder nur in so 
geringer Menge vorkommt, daB sein Nachweis nicht gliickte. Versuche 
an 20 in gleicher Weise wie Liquor aufgearbeiteten Seren hatten stets 
ein negatives Ergebnis. 


Da Athanolamin im Kérper bekanntlich aus Serin durch Decarboxylierung 
gebildet werden kann **, muBten wir zeigen, daB es sich bei dem von uns im 
Liquor nachgewiesenen Athanolamin nicht um ein in vitro in gleicher Weise 
entstandenes Kunstprodukt handelt. Wir unterwarfen daher eine Lésung von 
reinem Serin in Ringerlésung den gleichen Aufbereitungs- und Trennverfahren 
wie sonst den Liquor. Eine Umwandlung von Serin in Athanolamin konnte da- 
durch nicht erreicht werden. 


Diskussion 


Uber das Vorkommen von freiem Athanolamin in Kérperfliissig- 
keiten ist bisher sehr wenig bekannt. Walshe?® konnte es bei schweren 
Leberkrankheiten papierchromatographisch im Harn nachweisen. Dent 
isolierte es bei einem Fall von primaérem Hepatom aus dem Harn, 
McCance!’ berichtet tiber die Ausscheidung von Phosphoithanolamin 
bei der Hypophosphatasie. Outhouse* fand diese Substanz in malignem 
Gewebe, Colowick und Cori*™ in der Darmschleimhaut. 

Im Liquor wurde freies Athanolamin erstmalig von uns auf- 
gefunden. Der Grund dafiir, daB es bei friiheren Untersuchungen nicht 
entdeckt wurde, diirfte zur Hauptsache darin liegen, daB bei alleiniger 
Verwendung von zweidimensionaler Papierchromatographie der ziem- 
lich schwache Athanolaminfleck leicht von den starkeren Flecken ver- 
schiedener Aminoséuren mit ahnlichen Ry-Werten iiberdeckt wird; erst 
durch Vorschaltung der Hochspannungspapierelektrophorese war es 
moglich, das Athanolamin auf Grund seiner stark basischen Eigen- 
schaften von allen anderen ninhydrinpositiven Substanzen gut abzu- 
trennen. 

Auer im Liquor fanden wir Athanolamin im Harn. Damit kénnen 
wir die Befunde von Dent und Walshe’ und von Walshe!® be- 
stiitigen. Diese Autoren fanden es in wenigen Fallen, meist bei schweren 
Lebererkrankungen. Wir konnten es in allen untersuchten Harnen, 
auch beim Gesunden, regelmaBig nachweisen (zusammen tiber 40 Harne). 
Unser kombiniertes elektrophoretisch-papierchromatographisches Vor- 
gehen erwies sich der zweidimensionalen Papierchromatographie tiber- 
legen. Kénnen wir doch 0,5 wg reines Athanolamin noch sicher nach- 
weisen, wihrend Dent fiir die zweidimensionale Papierchromato- 
graphie 5 ug als untere Grenze angibt. 


22 J. Folch u. A. Schneider, J. biol. Chemistry 187, 51 [1941]. 

23 D. Stetteh, jr., J. biol. Chemistry 140, 143 [1941]; 144, 501 [1942]. 

24 EK. L. Outhouse, Biochem. J. 30, 197 [1936]; 31, 1459 [1937]. 

25 §. P. Colowick u. C. F. Cori, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 40, 586 [1939]. 











H. G. Knauff und H. Zickgraf, 


Wir glauben, da8 wir im Athanolamin einen normalen Bestandteil 
des menschlichen Harnes vor uns haben, der bei gewissen Leberkrank- 
heiten vielleicht vermehrt auftritt. Seine Konzentration im Harn des 
Gesunden liegt gewohnlich wesentlich héher als im Liquor und schwankt 
auch in weiteren Grenzen. Wir werden dariiber gesondert berichten. 


Im Serum fanden wir kein Athanolamin. Warum es regelmaBig im 
Liquor, nicht aber im Blut in vergleichbarer Konzentration vorkommt, 
ist zu diskutieren. Das Gehirn besteht bekanntlich zu etwa 30% seiner 
Trockensubstanz aus Phosphatiden*® 2’, Diese enthalten 70% Kepha- 
line®628, Athanolamin ist seit langem als charakteristischer Baustein 
dieser Stoffgruppe bekannt?*. 

Der Phosphatidanteil der tibrigen Organe ist dagegen mit 5—15% 
des Trockengewichts wesentlich geringer?’: 2°: °°. Die cholinhaltigen und 
aithanolaminfreien Lecithine bestreiten bei den K6rperphosphatiden dazu 
einen wesentlich gréBeren Anteil als bei den Gehirnphosphatiden?” 2° 3° 31, 
Diese werden nun in der Zelle aus ihren Grundbestandteilen syntheti- 
siert®®, 33, Auch das Gehirngewebe ist dazu in der Lage**-*5, Anderer- 
seits lassen cie im Gehirn vorhandenen Fermente auch auf einen Abbau 
dieser Lipoide im Gehirn schlieBen. Von Fries, Schachner und 
Chaikoff*® wurde er direkt bewiesen. Zu den beiden anderen stick- 
stoffhaltigen Bestandteilen der Gehirnphosphatide, dem Serin und dem 
Cholin, bestehen enge Stoffwechselbeziehungen (vgl. 1. c.?* % u.a.). Es 
wird daher im Gehirnstoffwechsel immer Athanolamin entstehen oder 
benétigt werden, und es ist nicht verwunderlich, wenn freies Athanol- 
amin auch in die Extracellularflissigkeit des Gehirnes gelangt, ja es 
mu8 dort in hoherer Konzentration vorliegen als im Blut, das durch 
die Blut-Gehirn- bzw. Blut-Liquorschranke von der Gehirnfliissigkeit 
geschieden ist, mit den éthanolaminirmeren Organen des iibrigen Kor- 
pers aber in freiem Austausch steht. 


26 L. W. Tyrell u. D. Richter, Biochem. J. 49, PLI [1951]. 

27 H. H. Williams, H. Galbraith, M. Kaucher, E. Z. Moyer, A. J. 
Richards u. I. G. Macy, J. biol. Chemistry 161, 475 [1945]. 

28 C, Artom, J. biol. Chemistry 157, 595 [1945]. 

29 A. Baumann, Biochem. Z. 54, 30 [1913]; K. Schuwirth, diese Z. 
210, 1 [1941]. 

30 H. H. Williams, M. Kaucher, A. J. Richards, E. Z. Moyer u. G. R. 
Sharpless, J. biol. Chemistry 160, 227 [1945]. 

31 C, Levine u. E. Chargaff, Exp. Cell Res. 8, 154 [1952]; M. A. Swanson 
u. C. Artom, J. biol. Chemistry 187, 281 [1950]. 

82 T. L. Chaikoff, Physiol. Rev. 22, 291 [1942]; G. W. Changus, I. L. 
Chaikoff u. S. Ruben, J. biol. Chemistry 126, 493 [1938]; M. C. Fishler, 
A. Taurog, I. Perlmann u. I. C. Chaikoff, J. biol. Chemistry 141, 809 [1941]. 

33 G. Popjak, u. H. Muir, Biochem. J. 46, 103 [1949]. 

34 B. A. Fries, G. W. Changus u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 182, 
23 [1940]; R. J. Rossiter, I. M. Mcleod u. K. P. Strickland, Can. J. Biochem. 
Physiol. 85, 945 [1957]. 

35 B. A. Fries, H. Schachner u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 144, 
59 [1942]. 

3% DP. Stetten, jr., J. biol. Chemistry 142, 629 [1942]. 
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In der Tat konnten von Miller®’ aus waBrigen Hirnextrakten 
erhebliche Mengen freien Athanolamins gewonnen werden. Walker* 
isolierte Athanolamin und Athanolaminphosphat aus Alkoholextrakten 
des Gehirns, vermiBte es aber in Extrakten aus Serum. Auch in der 
iibrigen uns zuginglichen Literatur fanden wir keine zuverlissigen An- 
gaben tiber Vorkommen oder Konzentration von freiem Athanolamin 
im Blut. 

Die ziemlich hohe Konzentration dieser Substanz im Harn trotz Fehlens 
im Blut kénnte einmal dadurch erklart werden, daB Athanolamin in der Niere 
selbst gebildet wird, etwa aus Serin oder Glycin oder aus héhermolekularen, 
ithanolaminhaltigen Blutbestandteilen. Jedoch ist auch die Annahme méglich, 
da8 fiir Athanolamin eine sehr hohe Clearance und damit praktisch keine Nieren- 
schwelle besteht. Freies Athanolamin wiirde daher laufend aus dem Blut entfernt 
und sich erst im Harn anreichern kénnen. Dies ware eine weitere Erklarung 
fiir den im Verhaltnis zum Liquor offenbar sehr niedrigen Athanolaminspiegel 
im Blut. Eine jiingst von Allan, Cusworth, Dent und Wilson*® bei einer 
bisher unbekannten seltenen Stoffwechselerkrankung aufgefundene, bisher nicht 
sicher identifizierte, ebenfalls ninhydrinpositive Substanz verhalt sich in dieser 
Hinsicht ahnlich. Sie wurde sowohl im Liquor als auch im Harn in erheblicher 
Konzentration nachgewiesen, wahrend sie durch die Niere sofort aus dem Blut 
eliminiert wird und daher dort nur in Spuren vorkommt. 

Die friiher hart umstrittene Ansicht, daB zwischen Extracellularflissigkeit 
des Gehirns und Liquor keine eigene Schranke besteht, wird heute fast allgemein 
vertreten”!; 4°, Sie kann durch den Nachweis von Stoffen im Liquor, die nicht 
im Blut, wohl aber im Gehirn vorkommen, weiter gestiitzt werden. Athanolamin 
ist von allen von uns bisher im Liquor identifizierten Substanzen die einzige, fiir 
die dies zutrifft. Alle Aminoséuren konnten mit gleicher Technik auch im Serum 
aufgefunden werden. Ahnlich wie Athanolamin verhalt sich dagegen ein anderer 
Baustein der Gehirnphosphatide, der Inosit, fiir den Baumgarten" zeigen konnte, 
daB er im Liquor in erheblicher Konzentration vorliegt, wahrend im Blut nur 
Spuren nachweisbar sind. 

Eine Korrelation zwischen Athanolamingehalt im Liquor und 
iibrigem klinischem Befund, insbesondere dem Ausfall der wiblichen 
klinischen Liquoruntersuchungen ergab sich bei den untersuchten Fallen 
nicht. Damit diirfte der Bestimmung des Athanolamins wie auch der 
Bestimmung der Liquoraminsauren im allgemeinen keine gréBere diffe- 
rentialdiagnostische Bedeutung zukommen. In beiden Fallen sind die 
physiologischen Schwankungen erheblich. 

Jedoch wire eine Uberpriifung mit genauen quantitativen Methoden 
und an gréBerem Material dringend erwiinscht. Insbesondere ware zu 

37 EK. Miller, Z. f. Biol. 100, 49 u. 249, [1940]. 

38 D. M. Walker, Biochem. J. 52, 679 [1952]. 

39 J. D. Allan, D. C. Cusworth, C. E. Dent u. V. K. Wilson, Lancet 
1958, 182. 

40 F, Plaut, in A. Bethe, G.v. Bergmann u. A. Ellinger, Handb. d. 
normalen und pathologischen Physiologie, Springer, Berlin 1927, Bd. 10, 8S. 279; 
F. Liithy, in G. v. Bergmann, W. Frey u. H. Schwiegk, Handb. d. Inneren 
Medizin, 5. Band, I. Teil, Neurologie I, Springer, Heidelberg 1953, S. 1049f., 
S. 1076; R. S. Bourdillon, M. Fischer-Williams, H. V. Smith u. K. B. 
Taylor, J. Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 20, 79 [1957]; G. Quadbeck u. H. 


Helmchen, Dtsch. med. Wschr. 82, 1377 [1957]. 
41 F, Baumgarten, Dtsch. Z. f. Nervenheilkunde 177, 552 [1958]. 
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priifen, ob schwere Meningitiden, bei denen es infolge von Stérungen 
der Blut-Liquor-Schranke zu einer Angleichung des Spektrums der 
Liquoraminoséuren an dasjenige des Serums kommt, auch mit einem 
Absinken des Athanolamins im Liquor einhergehen. Dieses wiirde dann 
den Verhaltnissen beim Inosit entsprechen, wo Baumgarten ebenfalls 
ein Absinken bei Meningitiden zeigen konnte**. Bei Erkrankungen oder 
Zustinden, die mit einem rapiden Abbau von Gehirnphosphatiden ein- 
hergehen, sollte man dagegen einen Anstieg des Athanolamins im 
Liquor erwarten. 


Zusammenfassung 


1. Freies Athanolamin konnte erstmalig im Liquor cerebrospinalis 
des Menschen nachgewiesen werden. Seine Konzentration diirfte zwischen 
0,5 und 1,5 ug/ml betragen. Sie schwankt etwas zwischen den einzelnen 
Liquores. 

2. Bei 30 Liquores von normalen Versuchspersonen und von 
Patienten mit verschiedenen Krankheiten des Zentralnervensystems 
fanden sich keine eindeutigen Korrelationen zwischen Athanolamin- 
gehalt im Liquor und sonstigem klinischem Befund. 

3. In 40 Harnen konnte freies Athanolamin ebenfalls konstant 
nachgewiesen werden. Im Serum fand sich dagegen kein freies Athanol- 
amin. . 

4. Die Herkunft des Liquor-Athanolamins und die Bedeutung 
seines Nachweises fiir die Frage der Existenz einer Hirn-Liquor-Schranke 
wird diskutiert. 


Summary 


1. Free ethanolamine has been detected for the first time in human 
cerebrospinal fluid. The concentration may be between 0.5 and 1.5ug/ml. 
This varies somewhat between different fluid samples. 

2. In 30 samples from normal persons and those having various 
deseases of the central nervous system, we have found no meaningful 
correlation between ethanolamine content and other clinical data. 

3. In each of 40 urine samples free ethanolamine was detected. In 
serum, however, no free ethanolamine was found. 

4. The origin of cerebrospinal fluid ethanolamine and the value 
of its detection in the question of the existence of a brain/fluid barrier 
is discussed. 





42 H. Schénenberg, Aerztl. Forsch. 9, 33 [1955]; Nervenarzt 27, 54 [1956]. 
43 F. Baumgarten, persdnliche Mitteil. 
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Arginase, I 
Elektrophoretische Reinigung des Enzyms 
Von 
Wolfgang Gra8mann, Helmut Hérmann und Otto Janowsky 
Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1958) 


Herrn Prof. Dr. Boris Rajewsky zum 65. Geburtstag in Freundschaft gewidmet 


Das Ferment Arginase spaltet Arginin in Ornithin und Harnstoff. 
Befindet sich Arginin im Peptidverband, so greift das Enzym, wie be- 
reits auf Grund zahlreicher Spezifitaétsuntersuchungen bekannt ist!, nur 
dann an, wenn die Carboxylgruppe des Arginins frei ist, wenn also diese 
Aminosiure am Carboxylende steht. Diese Spezifitét macht Arginase 
fiir die Erkennung und quantitative Bestimmung von carboxylendstin- 
digem Arginin geeignet, sei es durch Messung der Harnstoffabspaltung, 
sei es auf Grund von Reaktionen, die an der Endgruppe nach Entfernung 
der Guanidogruppe leichter durchgefiihrt werden k6nnen als vorher 
(Reduktionsmethode?, Thiohydantoinmethode’'). 

Die Verwendung von Arginase zur Konstitutionsermittlung von 
Proteinen und Peptiden hat jedoch zur Voraussetzung, daB das Enzym 
frei von anderen proteolytischen Fermenten ist, die eine Spaltung des 
untersuchten Peptides an unkontrollierbaren Stellen hervorrufen kénnen. 
In einem solchen Fatle wiirden parallel mit der Harnstoffabspaltung 
neue Endgruppen gebildet werden. Besonders unibersichtlich waren die 
Verhiltnisse, wenn eine Peptidbindung an der Carboxylseite von Argi- 
nin aufgespalten wird, wie das fiir eine Reihe von proteolytischen En- 
zymen, z. B. Trypsin‘, Plasmin** und Thrombin’ zutrifft. Wir stellten uns 
daher zunichst die Aufgabe, ein méglichst reines Arginasepraparat her- 
zustellen. Dariiber soll in dieser Arbeit berichtet werden. 


1K. Felix, H. Miller u. K. Dirr, diese Z. 178, 192 [1928]; K. Felix u. 
H. Schneider, diese Z. 255, 132 [1938]; S. Edlbacher u. H. Burchard, diese Z. 
194, 69 [1931]; M. Bergmannu.J.S. Fruton, Annu. Rev. Biochem. 10, 31 [1941]. 

2 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]; 
88,102 [1955]; H. Hérmann, W.GraB8mann, E.Wiinsch u. H. Preller, 
Chem. Ber. 89, 933 [1956]. 

3 P.Schlack u. W. Kumpf, diese Z. 154,125 [1926]; V.H. Baptist u. 
H. B. Bull, J. Amer. chem. Soc. 75, 1727 [1953]. 

4M. Bergmann u. W.F.RoB, J. Amer. chem. Soc. 58, 1503 [1936]; 
M. Bergmann, J.S. Fruton u. H. Pollock, Science [New York] 85, 410 [1937]; 
K. Hofmann u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 180,81 [1939]; G.W.Schwert, 
H. Neurath, S. Kaufman u. J. E. Snoke, J. biol. Chemistry 172, 221 [1948]. 

4a W. Troll, 8. Sherry u. J. Wachman, J. biol. Chemistry 208, 95 [1954]. 

5 §. Sherry u. W. Troll, J. biol. Chemistry 208, 95 [1954]; E. Ronwin, 
Canad. J. Biochem. Physiol. 85, 743 [1957]. 
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Fiir die Darstellung des Fermentes, iiber das erstmals 1894 von Richet® 
berichtet worden war, sind eine Reihe von Methoden bekannt, die alle von Leber 
verschiedener Tiere (Pferd, Rind, Schwein, Kalb) ausgehen’—!*. Der allgemeine 
Darstellungsweg besteht in einer Extraktion des mit Aceton getrockneten Leber- 
homogenates, gefolgt von einer Aceton- oder Methanolfallung. Meist werden Be- 
gleitenzyme durch Erwarmen auf 60° inaktiviert, farbige Verunreinigungen mit 
Kobalt- oder Mangansalzen, mit Ammoniumsulfat oder Zinksulfat ausgefallt und 
schlieBlich das Enzym durch fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat méglichst 
rein gewonnen. 

Es war aber bis jetzt noch nicht gelungen, das Ferment vollkommen 
einheitlich darzustellen. S. J. Bach® berichtete zwar iiber ein kristalli- 
siertes Arginasepraparat, doch konnte dieser Befund, der schon nach 
seinen eigenen Angaben fragwiirdig erschien, von Mohamed® nicht 
bestatigt werden*, Elektrophoretisch lieBen sich noch vier Komponenten 
nachweisen. Ein sehr aktives und stabiles, elektrophoretisch und in der 
Ultrazentrifuge aber noch nicht ganz einheitliches Praéparat hat 1955 
D. M. Greenberg?® mit einer Aktivitaét von 425 Arginaseeinheiten/mg 
(AE, getestet nach van Slyke und Archibald", vgl. exp. Teil) nach 
einer Anzahl von Fallungsreaktionen in Gegenwart von Manganionen 
erhalten. Ein anderes, in Gegenwart von Co*® hergestelltes und eben- 
falls noch nicht vollkommen einheitliches Praparat von Olomucki und 
Verrier! hatte 450 AE/mg, war aber instabil. 

Das Enzym wird durch Mn”, Co”, Ni®® und Fe” aktiviert!®. Da- 
bei erhéht Mn” die Aktivitaét im Bereich des py-Optimums von Argi- 
nase bei pu 9,5, Co®® dagegen aktiviert bei pu 6,514. Auf Grund dieses 
Befundes nahm Mohamed" zwei verschiedene Arginasen an, von denen 
eine durch Mn?°, die andere aber durch Co”® aktiviert wird. Roholt und 
Greenberg* deutetén diése Erscheinung dagegen damit, daB die heiden 
Metallkationen durch Komplexbildung ionisierbare Gruppen des Enzyms 
unterschiedlich beeinflussen. Die genannten Metallcoenzyme haben auch 
eine stabilisierende Wirkung auf das Enzym?’. Vor allem Mn”, in ge- 
ringerem MaBe auch Ni?® und Co*, steigern die Widerstandsfahigkeit 


* Vgl. Anmerkung 1 bei der Korrektur, 8S. 284. 

6 C. Richet, C. R.Scéances Soc. Biol. Filiales Associées 46, 525 (1894); 49, 743 
[1897]. 

7 Vgl. z. B.: A. Kossel u. H. D. Dakin, diese Z. 41, 321 [1904]; 42, 181 
[1904]; C. B. Thompson, Experientia [Basel] 4, 432 [1948]; K. C. Robbins 
u. J. Shields, Arch. Biochem. Biophysics 62, 55 [1956]. 

8 §. J. Bach, Nature [London] 158, 376 [1946]. 

® M.S. Mohamed, Acta chem. scand. 8, 56 [1949]. 

10 D. M. Greenberg, in 8. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in 
Enzymology, Vol. II, 8. 368, Academic Press, New York 1955. 

1D, D. van Slyke u. R. M. Archibald, J. biol. Chemistry 165, 293 [1946]. 

22 A. Olomucki u. J.M. Verrier, Bull. Soc. Chim. biol. 87, 1353 [1955]. 

13 L. Hellermann u. N.E. Perkins, J. biol. Chemistry 112,175 [1935]. 

14 C. H. Stock, N. E. Perkins u. L. Hellermann, J. biol. Chemistry 125, 
753 [1938]. 

15 M.S. Mohamed, Acta chem. scand. 4, 990 [1950]. 

16 OQ. A. Roholt, jr. u. D. M. Greenberg, Arch. Biochem. Biophysics 62, 
454 [1956]. 

17 M.S. Mohamed u. D. M. Greenberg, Arch. Biochemistry 8, 349 [194]. 
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gegentiber Temperaturerhéhungen, so daB neutrale Lésungen in Gegen- 
wart von Mn*® ohne Aktivitatsverlust 20 Min. auf 60° erwairmt werden 
kénnen'®, Eine Entfernung dieser Ionen durch Komplexbildner macht 
das Enzym wieder instabil!’. Offenbar sind aus diesem Grunde auch 
Citrat- und Boratpuffer zum Arbeiten mit Arginase ungeeignet’. Starke 
Hemmstoffe sind Ag® und Hg?®1!%, etwas schwichere Zn?® und Cd?@19, 
Weiterhin hemmen Jod, Benzochinon, Fe®® und Schwefelwasserstoff; 
diese Hemmung kann aber durch Co* oder Mn”® wieder aufgehoben 
werden!’, Greenberg und Mitarbeiter!® sprechen dem Enzym auf Grund 
von Hemmversuchen mit Jodacetat und anderen Sulfhydrylreagenzien 
keine SH-Natur zu. Denaturierend wirken Verbindungen wie Thio- 
cyanat, Na-Salicylat und Na-Dodecylsulfat®®. Beziiglich reaktions- 
kinetischer Untersuchungen vgl. Roholt und Greenberg”. 

Fir unsere ersten bereits langer zuriickliegenden Versuche hatten wir uns 
Arginase nach der Vorschrift von Bach® mit einer Aktivitaét von 402 AE/mg here 
gestellt. Das Ferment war nach dem Anson-Test*! frei von Proteasen. Bei der 
Inkubation mit Acetylarginin, das wir als Modellpeptid mit Arginin als Carboxylend- 
gruppe wahlten, stellten wir jedoch fest, daB bei einigen Praparaten als Reaktions- 
produkt neben Acetylornithin auch noch Ornithin auftrat, daB also die Acetyl- 
gruppe durch ein Begleitenzym abgespalten wurde. Anderen Fermentpraparaten 
wiederum fehlte diese Aktivitaét. Es gelang uns aber nicht, nach dieser Vorschrift 
Arginase reproduzierbar frei von einer solchen Nebenaktivitat herzustellen oder 
die stérende Verunreinigung durch mehrmaliges Umfallen mit Ammoniumsulfat 
in einem engen Sattigungsbereich von 55—60% Sattigung zu entfernen. 

Die von uns nach der Vorschrift von Bach® dargestellten Priparate 
lieBen sich papierelektrophoretisch bei px 6,8 meist in vier gut vonein- 
ander trennbare Fraktionen aufspalten. Wir versuchten daher auf papier- 
elektrophoretischem Wege die einzelnen Fraktionen zu trennen und be- 
dienten uns dabei der in vertikaler Anordnung kontinuierlich arbeiten- 
den Ablenkungselektrophorese nach GraBmann und Hannig”, die 
es auch in priparativem MaBstab gestattet, EiweiBkorper zu trennen. 

Bei der Ausarbeitung der elektrophoretischen Trennung waren zu- 
erst einige Schwierigkeiten zu tiberwinden. Es gelang uns zwar, ein noch 
verhaltnismaBig unreines Praparat mit einer Aktivitiit von 110 AE/mg 
durch Papierelektrophorese auf 200 AE/mg mit tiber 90% Ausbeute an- 
zureichern. Als wir die elektrophoretische Trennung jedoch wiederholten, 
um die Aktivitaét weiter zu steigern, erhielten wir in 80-proz. Ausbeute 
ein Praparat, das nur mehr einige Zeit nach der Trennung in Lésung 
aktiv war, beim Stehenlassen in der Kalte oder beim Dialysieren aber 
verhaltnismaBig schnell an Aktivitaét verlor (Tab. 1) und beim Gefrier- 
trocknen vollkommen inaktiv und unléslich wurde. 


18 A. Hunter u. J. A. Dauphinee, J. biol. Chemistry 85, 627 [1930]. 
19 D. M. Greenberg, A. E. Bagot u. O. A. Roholt, jr., Arch. Biochem. 
Biophysics 62, 446 [1956]. 
© A. Hunter u. C. E. Downs, J. biol. Chemistry 178, 31 [1948]. 
21 M. L. Anson, J. gen. Physiol. 22, 79 [1938]. 
22 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292,32 [1953]; vgl. auch K. 
Hannig, ebenda $11, 63 [1958]. 
18* 
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Tab. 1. Aktivitétsabnahme einer zweimal (ohne Zusatz von Mn” zum Puffer) 
elektrophoretisch getrennten Arginaselésung. Lésungsmittel: 2-m. Pyridin-Eisessig- 
puffer, px 6,9. 








Aktivitét nach 
Z 4 . . 
Stdn. Aufbewahren bei -} 3° pone ng 2 
AE/ccm | Abnahme % AE/eem | Abnahme % 
0 146 — 292 — 
10 124 15 262 10 
24 109 25 -—— — 
48 53 60 — a 








Das Ergebnis anderte sich auch nicht, als wir an Stelle von Pyridin-Eisessig 
m/100-Phosphatpuffer von py 6,8 verwendeten. Das einmal instabil gewordene 
Enzym lieB sich auch durch Inkubation mit Mn*®-Ionen nicht mehr stabilisieren. 
Es wurde bei der Gefriertrocknung wieder inaktiv und unléslich. Auch gelang es 
nicht, das nach der Gefriertrocknung inaktive und unlésliche Enzym mit Mn®- 
Tonen zu reaktivieren. Vereinigte man simtliche nach der Elektrophorese erhaltenen 
Fraktionen wieder und dialysierte gegen eine Mn*®-Lésung, so blieb das Enzym 
immer noch instabil. Ein Zusatz von Humanalbumin zur elektrophoretisch ge- 
trennten aktiven Fraktion wirkte dagegen geniigend stabilisierend, um auch nach 
der Gefriertrocknung die Aktivitaét vollstandig zu erhalten. 


Kine wirkliche Lésung brachte erst der Versuch, die als Cofaktor 
wirkenden Mn®*-Iqnen bereits bei der elektrophoretischen Trennung 
dem Puffer zuzusetzen, damit das Enzym wihrend des gesamten Trenn- 
vorganges niemals von Mn”-Ionen entblé8t wird, welche ja stark katho- 
disch wandern, wahrend das Enzym unter den angewandten Bedingun- 
gen fast nicht abgelenkt wurde. Dazu war es notwendig, sowohl den 
Puffer in der oberen Wanne als auch im Anodenraum mit Mn” zu be- 
schicken, damit der gesamte Trennbogen wihrend des Elektrophorese- 
vorganges gleichmaBig die optimale Mn®-Konzentration von 0,05-m. 
aufweist. Das unter diesen VorsichtsmaBnahmen elektrophoretisch ge- 
trennte Enzym war auch nach Gefriertrocknung ohne vorhergehende 
Dialyse voll aktiv und hatte bei Verwendung des obengenannten noch 
unreinen Ausgangsmaterials (110 AE/mg) eine Aktivitaét von 390 AE/mg. 

Diese Vorversuche zeigen besonders eindrucksvoll die stabilisierende 
Wirkung von Mn*®*-Ionen auf das Ferment Arginase. Diese stabilisieren- 
den Ionen werden offenbar wihrend der Elektrophorese ohne besondere 
Kautelen wesentlich vollstindiger abgetrennt als durch Dialyse oder 
durch die Einwirkung von Komplexbildnern und kénnen dann nicht 
mehr eingefiihrt werden. Das Ferment verliert dabei zwar noch nicht 
sofort seine Aktivitét, wird aber instabil. 

Wesentlich héhere Aktivititen als in den angefiihrten Vorversuchen 
konnten wir erreichen, als wir vor der Elektrophorese eine méglichst 
Ww eitgehende und zugleich schonende Anreicherung durchfihrten, Ahn- 
lich wie in einer Vorschrift von Greenberg?® arbeiteten wir dabei stets 
in Anwesenheit von Mn®-Ionen, um Aktivitatsverluste waihrend der 
Anreicherung moglichst zu vermeiden. 





~— tt rr intr 
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Um wihrend der ersten Anreicherungsschritte in méglichst kleinen 
Volumina arbeiten zu kénnen, wodurch die Operationen schneller und 
verlustloser durchfiihrbar werden, gewannen wir aus dem Extrakt 
frischer Leber die Festsubstanz durch Gefriertrocknung und lésten 
jeweils nur einen Anteil, der sich in einem Tag gut aufarbeiten lieB, in 
einem kleinen Volumen. Die gefarbten Begleitkomponenten fallten wir 
mit Pyridin, weitere Verunreinigungen entfernten wir durch Erhitzen 
auf 59° und durch Acetonfillung. Mit Methanol fiallten wir das Enzym 
in bereits weitgehend angereicherter Form aus (3000 AE/mg N)*. Das 
so vorgereinigte Enzym weist bereits nur mehr geringe elektrophoretisch 
abtrennbare Begleitkomponenten auf. Fir die elektrophoretische Tren- 
nung arbeiteten wir in einem fliichtigen Puffer, Pyridin/Eisessig von 
pu 6,9. Bei diesem px ist Arginase einerseits noch vollstandig stabil, 
andererseits kann aber auch Mn” ohne besonderen Zusatz noch in Lé- 
sung gehalten werden. In der Nihe von px 6 verliert das Enzym bereits 
langsam an Aktivitaét, noch weiter im sauren Bereich wird es rasch in- 
aktiv (Tab. 2, siehe auch Greenberg und Mitarbeiter!®). 


Tab. 2. Stabilitaét von Arginase bei verschiedenem pq. Eingesetzte Menge: 595 AE 
elektrophoretisch gereinigtes Enzym. Aufbewahrung: 96 Stdn., + 3°. Puffer: 
pu 5,4—7,4 0,01-m. Phosphat, py 4,2—4,8 0,01-m. K-Biphthalat. 





PH | 4,2 4,8 54 6,1 6,8 14 





AE nach 96 Stn. | <3 <3 81 435 590 «585 


In Tab. 3 sind die Ausbeuten an Gesamtaktivitaét und die spezi- 
fische Aktivitét nach den einzelnen Reinigungsschritten zusammenge- 
stellt. Man erhalt mit insgesamt 64-proz. Aktivititsausbeute ein Prapa- 
rat der spezifischen Aktivitét von 540 AE/mg (5400 AE/mg N). Die 
Anreicherung aus dem rohen Leberextrakt ist etwa 270 fach. 


Tab. 3. Anreicherung von Arginase wahrend der Reinigung. 























Pra ae Gesamt- Ausbeute % 
z gungs- com aktivitat | AE/mg N* | des Roh- 
parat operation AE ontinsinieen 
A Leberextrakt** . . 300 25000 20 100 
B Gefriertrocknung . 110 24200 110 97 
C Pyridinfallung . . 140 23000 1050 92 
D Erwirmen.... 120 22800 1500 91 
E Acetonfallung . . 15 22200 2600 88,5 
F Methanolfallung . 10 21500 3000 86 
G Elektrophorese . . 20 16100 5350 64 
H Gefriertrocknung . | 29,5 mg 16100 5400 64 


* Vgl. Anmerkung unten. ** Aliquoter Teil. 


*) Reine Arginase enthalt 10% N. 3000 AE/mg N entsprechen also ungefahr 
300 AE/mg Protein. 
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Die nach dem beschriebenen Aufarbeitungsgang erhaltenen Aus- 
beuten und Aktivitaten sind gut reproduzierbar, wie man aus Tab. 4 
entnehmen kann. 


Tab. 4. Reproduzierbarkeit der in Tab. 3 wiedergegebenen Ergebnisse. 








Ve h Nr. Ausbeute % 
epee Rohextrakt Reinenzym o Reinenzym 
I 25000 16100 64 540 
II 23000 13800 60 520 
Ill 25500 15800 62 540 
IV 22200 13100 59 530 
V 18000 11700 65 540 

















Der von uns neu entwickelte Reinigungsweg fiir Arginase fiihrt mit 
wesentlich besserer Ausbeute als nach den bisherigen Verfahren zu Pri- 
paraten, deren Aktivitaét iiber den bereits beschriebenen liegt. Nach der 
unseres Erachtens besten bisher veréffentlichten Vorschrift von Green- 
berg? wird mit 25-proz. Ausbeute nur eine Aktivitét von 425 AE/mg 
erreicht. Im Gegensatz zu den meisten anderen Priparaten ist unser 
Enzym vollkommen farblos. 

Das Enzym kann aus waBriger mangansulfathaltiger Lésung durch 
50-proz. Sattigung mit Methanol in nahezu quantitativer Ausbeute um- 
gefallt werden. Dabei steigt die auf das Proteingewicht bezogene Aktivi- 
tat wahrscheinlich infolge Abtrennung iiberschiissiger Mangansalze von 
540 AE/mg auf 557 AE/mg. Im Gegensatz zu dem durch Gefriertrock- 
nung in Gegenwart von Mn?®-Salzen gewonnenen Enzympraparat (H, 
Tab. 3) findet man bei dem mit Methanol gefillten erst nach Inkubation 
mit Mn?® die optimale Aktivitiéit, ohne Inkubation bleibt sie um etwa 
70% niedriger (Tab. 5). 


Tab. 5. Aktivitét von Arginase nach Umfallen aus 50-proz. Methanol. Inkubations- 
bedingungen: 0,1 mg Arginase, 10 ccm 0,05-m. MnSO,, 0,05-m. Maleinsaure, px 7, 











25°, 10 Min. 
AE/mg 
In Wasser gelést. ...... 173 
Nach Inkubation mit Mn?” 557 


Einheitlichkeit des Enzyms 


Die elektrophoretisch gereinigte Arginase kann elektrophoretisch 
nicht mehr weiter aufgetrennt werden. Papierelektrophoretische Unter- 
suchungen bei verschiedenen py-Werten ergaben stets nur eine mit 
Amidoschwarz anfarbbare Bande, fiir die sich mit Hilfe einer enzym- 
spezifischen Anfarbung auf dem Papier zeigen lieB, daB ihr die Aktivitat 
zukam (Abb. 1). Das Enzym weist bei den verschiedenen py-Werten am 
Papier nur eine auBerst geringe Beweglichkeit auf. 
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In der Tiselius-Apparatur** wandert das Enzym bei px 8,6 als 
scharfer Gipfel mit einer Beweglichkeit von 3,1 x 10-5 cm?/V x sec 
(Abb. 2). 








Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Papierelektrophorese von Arginase in der Horizontalkammer™. Veronal- 
puffer, py 8,6, 4 0,2, 18 V/em, 10 mA. a) Anfarbung mit Amidoschwarz, b) enzym- 
spezifische Anfarbung (Durchfiihrung siehe experimenteller Teil) 


Abb. 2. Elektrophorese von Arginase in der Tiselius-Apparatur™. 50 mg Arginase 
(27300 AE) in 6 ccm Veronalpuffer, px 8,6, 1 0,2, 290 V, 20 mA, Laufzeit 4000 Sek. 


In der Ultrazentrifuge* sedimentiert das aus 50-proz. Methanol um- 
gefallte Arginasepriparat, gelést in m/15-Phosphatpuffer, py 7,2, als 
einheitliche Bande mit S,) = 3,84 S (Abb. 3). Wurde dagegen das Pripa- 
rat H (vgl. Tab. 3), welches in Gegenwart von Mn” lyophilisiert worden 





Abb. 3. Untersuchung von elektrophoretisch gereinigter und aus 50-proz. Methanol 
umgefallter Arginase in der Ultrazentrifuge*. 10 mg Enzym (5570 AE) gelést in 
1 ccm m/15-Phosphatpuffer pq 7,2; 48000 U/Min. Laufzeit: a) 1800 Sek., 

b) 4200 Sek., c) 6000 Sek., d) 7800 Sek. 


war, bei py 6,5 untersucht, so traten Stéreffekte auf. Nach 100 Sek. 
schien sich am Meniskus wohl eine einheitliche Bande auszubilden. Diese 
wanderte jedoch nicht, sondern verflachte sich bald und léste sich dabei 
in mehrere kleine Einzelgipfel auf, die ziemlich rasch (z. B. mit Sy) = 563, 
549, 307, 191, 137 S) nach auBen wanderten. In der Folge blieb die Zelle 
graduentenfrei. Nach dem Versuch fand man in der Zelle einen kleinen 
Bodensatz, der sich beim Schiitteln wieder aufléste. Der Versuch konnte 
mit dem wiederaufgelésten Produkt mit demselben Ergebnis wiederholt 
werden. Dieser Befund, der méglicherweise auf ein reversibles Assozi- 
ationsgleichgewicht schlieBen laBt, bedarf noch weiterer Untersuchungen. 


23 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
24 Apparatur nach E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 21, 2037 [1948]. 
* Ultrazentrifuge der Firma Phywe A.G., Géttingen. 
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Diese Ergebnisse unterscheiden sich von denjenigen, die Greenberg und 
Mitarbeiter!® mit ihrem sehr weitgehend gereinigten Praparat von 425 AE/mg 
erhielten. Diese Autoren fanden in Gegenwart von Mn®® eine Sedimentations- 
konstante von 5,95 S, wahrend unser Enzym in Phosphatpuffer mit 3,84 S sedi- 
mentierte. In Gegenwart von Mn beobachteten wir die beschriebenen noch nicht 
geklarten Storeffekte. 

Weiterhin haben wir das Enzym, meist mit Hilfe kolorimetrischer 
Methoden unter Verwendung spezifischer chromogener Substrate, auf 
verschiedene Begleitaktivititen getestet. Wie man aus Tab. 5 entneh- 
men kann, liegen die Mengen an Begleitaktivititen stets unter den durch 
die betreffende Methode erfaBbaren Mengen. Eine papierchromato- 
graphische Verfolgung der Einwirkung von gereinigter Arginase auf 
a«-N-Acetylarginin ergab, daB nur die Guanidogruppe unter Bildung 
von «-N-Acetylornithin und Harnstoff abgespalten wird, daB daneben 
aber kein freies Ornithin gebildet wird, wie es bei Priparaten geringerer 
Reinheit haufig beobachtet worden war. 


Tab. 5. Priifung der elektrophoretisch gereinigten Arginase auf Fremdaktivitaten. 





Bestim-| mg Fremdaktivitat 


Fremdaktivitat Substrat mungs- | Argi- | gefundene |Definition 
! methode} nase Menge _ (d. Einheit 





Proteasen ... Hamoglobin ot olde Sak a 1 pe Fe ta 


Trypsin... . | N-Benzoyl-arginin-f-| 1. c.?5 2 penal 4 Bier 


naphthylamid-HCl < 610-2 


Aminopeptidase Leucyl-f-naphthyl- 1. ep 2 1h ald 
amid-HCl ... . ae 

Carboxypeptidase | Carbonaphthoxy- Lon 2 —- PDE | 1. ¢.?° 
phenylalanin .. . [CPayee* 


2 {<= 5:0* | Lem 


Katalase . . . . | Wasserstoffperoxyd 1. ¢.39 Kat. f. 

















Aminoséurenzusammensetzung 


Das nun rein dargestellte Arginasepriparat befreiten wir durch 
4tiigige Dialyse gegen destilliertes Wasser von beigemengten Mn”-Salzen, 
lyophilisierten und bestimmten die quantitative Aminosiurenzusammen- 


25 W. GraBmann, E. Wiinsch u. A. Hartl, unverdffentlicht. 

26 M.N. Green, Kwan-Choung Tsou, R. Bressler u. A. M. Seligman, 
Arch. Biochem. Biophysics 57, 458 [1955]. 

27 W. GraBmann u. H. Dyckerhoff, diese Z. 179, 41 [1928]. 

28 G. Wolf u. A. M. Seligman, J. Amer. chem. Soc. 78, 2080 [1951]; H. A. 
Rawin u. A. M. Seligman, J. biol. Chemistry 190, 391 [1951]. 

29 M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 781 [1936]. 

30 A.C. Maehly in D.Glick, Methods of Biochemical Analysis, Vol. I, 
S. 358, Interscience Publ., New York 1954. 

31 H. v. Euler u. K. Josephson, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 1749 [1923]; 
S. Hennichs, Biochem. Z. 145, 286 [1924]. 
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setzung. Nach Hydrolyse wurden die Aminosiuren an einer Ionenaus- 
tauschsiule nach Moore und Stein® aufgetrennt. Das Ergebnis des 
Versuches ist in Tab. 6 zusammengestellt. Die erhaltenen Werte decken 
106,60% des eingesetzten Stickstoffs, aber nur 60,9% des Gesamt- 
gewichtes*. 

In Tab. 6 sind zum Vergleich auch die Werte von Greenberg und 
Mitarbeitern!® angegeben, die ein noch nicht vollkommen reines Prapa- 
rat von 425 AE/mg analysiert hatten. Im allgemeinen liegen unsere 
Werte denen von Greenberg einigermaBen nahe; in unserem Priaparat 


Tab. 6. Aminosiéurenzusammensetzung von elektrophoretisch gereinigter Arginase 
Eingesetzte Menge: 1,80 mg, N-Gehalt 10%. 























N% des 
Deaiicinatiiins —" —" NY, Praparates 
— Aminosaure Gree berg” 

Asparaginsaure 1,0 9,49 7,80 5,91 
Glutaminséure. .. . 0,96 9,11 7,46 7,36 
Glykokoll. ..... 1,62 15,38 12,60 8,52 
ie 0,99 9,40 7,70 2,76 
rma HRS seis: ch |< 0,80 7,60 6,22 5,45 
Threonin...... 0,68 6,46 5,29 4,74 
SyPOBM 8. 5 6 8 ss 0,20 1,90 1,55 0,57 
Wert) ee. GS ara 0,85 8,07 6,61 7,85 
Isoleucin ...... 0,52 4,94 4,04 11.0 
Miedolns 6 2s 0,98 9,30 7,62 ? 
Phenylalanin ... . 0,51 4,84 3,97 2,64 
Histidn ...... 0,10 0,95 2,35 4,87 
Wp BOE A as SP 0,92 8,74 14,30 11,32 
pment £2 ke, 0,40 3,82 12,40 11,61 
Methionin. ..... < 0,05 0 0 1,16 
Seem Fs id <0,1 0 0 5,56 
Ammoniak ..... 0,86 6,69 16,00 

Summe 11,39 | 110,00 106,60 107,33 


fehlen jedoch Methionin und Prolin, die offensichtlich einer Begleit- 
komponente des Enzyms von Greenberg angehéren. Gréfere Ab- 
weichungen ergaben sich bei Glykokoll und Alanin. Auch zeigte unsere 
Analyse mehr Phenylalanin, dafiir aber weniger Histidin. Wesentlich 
niedriger war in unserem Priaparat der Ammoniakgehalt, der ausschlieB- 
lich von den Amidgruppen herriihren diirfte, wihrend das Enzym von 
Greenberg moglicherweise noch gewisse Mengen von Ammoniumsulfat 
enthielt, die durch Umfillen und Dialysieren nicht entfernt werden 
konnten. 


32 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]; 211, 893 
[1954]. 
* Vgl. Anmerkung 2 bei der Korrektur, S. 285. 
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Tsoelektrischer Punkt 


Der isoelektrische Punkt des Enzyms wurde durch Bestimmung 
der papierelektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit bei ver- 
schiedenem px gegeniiber einer elektrisch neutralen Substanz (Glucose) 
ermittelt. Infolge der auBerordentlich geringen papierelektrophoretischen 











10 YA Abb. 4. Papierelektrophoretische Bestim- 
mung des isoelektrischen Punktes von 
5 Arginase in der Horizontalkammer”. 
Laufzeit: 12 Stdn., 18,5 V/em, 7mA; Ordi- 
0 nate: Elektrophoretischer Wanderungs- 
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Beweglichkeit des Enzyms waren die Wanderungswege auch nach zwolf- 
stdg. Elektrophorese nur sehr gering. Immerhin lieB sich im py-Bereich 
von 4 eine Umkehr der Wanderungsgeschwindigkeit feststellen. Aus der 
in Abb. 4 wiedergegebenen graphischen Darstellung kann man den iso- 
elektrischen Punkt bei py 4,05 ablesen. 


Beschreibung der Versuche 
Testmethode 


Fir die Aktivitétsbestimmung arbeiteten wir unter den von van Slyke 
und Archibald" definierten Bedingungen und bestimmten den abgespaltenen 
Harnstoff kolorimetrisch nach Engel und Engel**, Beschreibung der Methode 
siehe Greenberg?!®. Bei Inkubationszeiten von 1 und 10 Min. fanden wir einen 
linearen Zusammenhang zwischen Aktivitét und abgespaltenem Harnstoff, nach 
30 Min. war diese Beziehung nicht mehr vollkommen erfiillt (Abb. 5). 


Reinigung des Enzyms 

Extraktion von Kalbsleber: 1900 ¢ frische Kalbsleber wurden homo- 
genisiert, mit 5500 ccm 0,01-m. MnSO, 2 Stdn. geriihrt und allmahlich 50 ccm 
Toluol zugegeben. Der pH-Wert wurde zwischen 7,0 und 7,2 gehalten. Nach 
10stdg. Stehenlassen bei +3° wurde durch ein Tuch filtriert (Lésung A). Der 
Extrakt (6300 ccm) wurde sofort eingefroren und gefriergetrocknet. 100 ccm Ex- 
trakt lieferten 5—7 g Trockensubstanz. 

Die folgenden Arbeitsgange teilten wir uns so ein, daB die gesamte Vorreini- 
gung an einem Tag ausgefiihrt wurde und iiber Nacht jeweils die Elektrophorese 
erfolgte. 

Pyridinfallung: 30 g Trockensubstanz wurden in 120 ccm 0,05-m. MnSO,/ 
0,05-m. Maleinsiure*, py 7,0, suspendiert, vom Unldéslichen bei +1° und 13000 
U/Min. abzentrifugiert (Lésung B). Der Uberstand wurde in 6 gleiche Teile geteilt 


33M. G. Engel und F. L. Engel, J. biol. Chemistry 167, 535 [1946]. 
* Zur Darstellung von 0,05-m MnSO,/0,05-m. Maleinsaure siehe 1. ¢. 1°. 
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und jeder Anteil bei Zimmer- 
temperatur allmahlich mit 2 ccm 
Pyridin versetzt. Nach Zugabe von — 
je 10 cem 0,05-m. MnSO,/0,05-m. = Fé 

10 Min 


IN 





Maleinséure zentrifugierte man 
den braunen Niederschlag bei 
+ 1° ab (15 Min., 13000 U/Min.). 
Der Uberstand (Lésung C) war 
vollkommen klar, triibte sich aber 2000 
bei Zimmertemperatur. 
Erwarmen: Jeweils ein Fiinf- 
tel der wiedervereinigten Lésung C 
wurde am Wasserbad innerhalb 
von 20 Min. von Zimmertempe- 1500 
ratur auf 59° erwarmt. Mit Er- 
reichen der Temperatur wurde auf 
+ 1° abgekiihlt und ausgefallene 
Anteile bei 13000 U/Min. abge- 4 Min 
trennt. Uberstand: Lésung D. se 
Acetonfallung: Lésung D 1000 / 7 


y Harnstof 











wurde in Portionen zu 20 ccm bei 

+ 1° mit dem doppelten Volumen 
vorgekiihltem Aceton versetzt und 

sofort abzentrifugiert. Das ausge- ; 
fallte Enzym wird 15 Min. lang 500 

im Exsikkator von anhaftendem 

Aceton befreit und in 15 ccm va 
0,05-m. MnSO, / 0,05-m. Malein- 





























sdure gelést. Der unlésliche Anteil ae 

wird abzentrifugiert und verwor- le-—_j— | /Min. ie 

fen. Der Uberstand ist Lésung E. ; 3 7 r 5 
Methanolfallung: Lésung E lillie 


wurde bei 0° mit der gleichen 
Menge vorgekiihltem Methanol ver- Abb. 5. Harnstoffabspaltung durch Arginase 
setzt und das ausgefallene Enzym bei verschiedenen Inkubationszeiten. 74 mg 


abzentrifugiert. Anhaftendes Me- Arginin, px 9,5; Enzym: Acetonpulver- 
thanol wurde im Exsikkator ent- extrakt nach Bach§, 1:10 verdiinnt. 
fernt. 


Elektrophorese: Der Niederschlag wurde in 10ccm manganhaltigem 
Pyridinpuffer, pq 6,9, gelést und vom Ungeldsten abzentrifugiert. Der Uberstand 
(Lésung F) wurde sofort eingefroren und nur die jeweils zur elektrophoretischen 
Trennung benétigte Menge entnommen. Die Trennung wurde in der kontinuierlich 
arbeitenden vertikalen Papierelektrophorese von GraBmann und Hannig” bei 
18°, 600 V und 15 mA unter Verwendung von Filtrierpapier Schleicher & Schiill 
604 L 90 ausgefiihrt. Die automatische Pumpe fiir die Zuftthrung der Trennlésung 
wurde so eingestellt, daB sie innerhalb von 10 Stdn. 3 ccm férderte. Zusammen- 
setzung des Puffers: 75 ccm Pyridin, 1,5 ccm Eisessig, 4425 com Wasser, px 6,9. 
Dem Puffer der oberen Wanne und im Anodenraum wurden auf 5/1 10 g Mangan- 
sulfat zugesetzt. Bei einer Substanzzufuhr in der Mitte des Trennbogens fand sich 
die Aktivitét nach der Trennung in den Glaschen 20 und 21. Sie wurden sofort 
eingefroren und gefriergetrocknet (keine Gummistépsel verwenden!). Der Riick- 
stand (Praparat H) wurde papierelektrophoretisch in der Horizontalkammer™ 
unter Verwendung von Veronalpuffer, py 8,6, auf EKinheitlichkeit gepriift. War 
dabei noch eine Begleitkomponente elektrophoretisch nachweisbar, was hin und 
wieder vorkam, so wurde die elektrophoretische Trennung wiederholt. 

Methanolfallung: 5 mg Praparat H (2700 AE) wurden in 1 ccm 0,05-m. 
MnSO,/0,05-m. Maleinséure gelést und bei + 2° allmahlich mit dem gleichen 
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Volumen vorgekiihltem Methanol versetzt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert. 
4,7 mg = 94% d. Th. Aktivitatsausbeute (nach Inkubation mit Mn®®): 2620 AE 
= 97% d. Th. 


Reinheitspriifung mit «-N-Acetylarginin 


0,5 mg Arginase und 2 mg «-N-Acetylarginin wurden, gelést in 1 com m/100- 
Phosphatpuffer, pq 7,4, 12 Stdn. bei 37° inkubiert. AnschlieBend wurde 0,01 ccm 
auf Chromatographiepapier aufgetragen und mit n-Butanol/Wasser/Eisessig/Py- 
ridin 15:12:3:10 entwickelt. Nach Bespriihen mit Ninhydrin findet man bei reinen 
Arginasepraparaten nur «-N-Acetylornithin. Unreine Praparate enthalten haufig 
eine Begleitaktivitat, die zum Auftreten von Ornithin fiihrt. «-N-Acetylarginin 
und Harnstoff werden nicht angefarbt. 


Enzymspezifische Anfairbung 
von Arginase auf Papierelektropherogrammen 


Das eben noch feuchte Elektropherogramm wurde mit einer Lésung von 
20 mg Arginin in 100 cem Wasser einmal leicht bespriiht und: 1 Stde. auf einem 
Glasrost in einem geschlossenen Behalter bei 37° aufbewahrt. Nach dem Trocknen 
wurde unverbrauchtes Arginin durch die Sakaguchi-Reaktion am Papier nach 
Williams angefarbt. An der Stelle des Enzyms bleibt das Papier weiB. 


Aminosaurenanalyse 


1,80 mg Arginase wurden mit 2ccm 6-n. Salzsiure im zugeschmolzenen 
Kélbchen unter Stickstoffatmosphare 24 Stdn. bei 105° hydrolysiert. Nach Ein- 
dampfen im Exsikkator iiber P,O, wurde das Hydrolysat an einer Ionenaustausch- 
siule nach Moore und Stein*® mit automatischer Registrierung der Ergebnisse*® 
aufgetrennt. Die erhaltenen Werte wurden unter Beriicksichtigung der Ergebnisse 
einer Testmischung von Aminosaéuren berechnet, die unter den gleichen Bedin- 
gungen mit Saure behandelt und an der Jonenaustauschsiule aufgetrennt 
worden war. 


Anmerkungen bei der Korrektur 


1. Nach Drucklegung der vorliegenden Arbeit berichteten S. J. Bach und 
J. D. Killip tiber eine gelungene Kristallisation von Arginase (Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 29, 273 [1958]). Die Erfahrungen der englischen 
Autoren in bezug auf die geringe elektrophoretische Beweglichkeit und auf die 
bei der Untersuchung in der Ultrazentrifuge auftretenden Stéreffekte stimmen 
im wesentlichen mit unseren Beobachtungen iiberein. Ein Vergleich der spezi- 
fischen Aktivitéten der von uns und von ihnen erhaltenen Praparate st6Bt inso- 
fern auf gewisse Schwierigkeiten, weil die englischen Autoren eine andere Be- 
stimmungsmethode verwenden als wir. Vom rohen Leberauszug aus haben Bach 
und Killip eine 47,5fache, wir eine 270fache Reinheitssteigerung erreicht. Nach 
Vergleichsbestimmungen, die wir einerseits nach der von uns verwendeten Methode 
von van Slyke und Archibald", andererseits nach Bach vornahmen (zur 
Bestimmung des abgespaltenen Harnstoffs diente uns dabei in beiden Fallen die 
sehr zuverlassige Bestimmung mit Xanthydrol nach Engel und Engel*), ent- 
spricht eine Einheit nach Bach 0,0095 Einheiten nach van Slyke und Archibald. 
Das kristallisierte Praparat von Bach (173000 Bach-Einheiten/mg N) diirfte dem- 
nach etwa 1645 Arginaseeinheiten/mg N nach van Slyke und Archibald ent- 
halten haben, wahrend wir in unseren reinsten Praparaten 5570 Einheiten/mg N 
nach der letzteren Definition fanden. 


34 R. J. Williams, Biochem. Inst. Studies, Univ. of Texas Studies Publ. 
Nr. 5109, 1 [1951]. 

35 K, Hannig, Vortrag 6. Elektrophoresekolloquium, Briigge, Mai 1958; 
Clin. chimica Acta, im Druck. 
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2. Unser Befund, da8 die Aminosiurenanalyse zwar den gesamten Stickstoff, 
aber nur etwa 60% des Gewichts deckt — zu einem ahnlichen Ergebnis waren 
bereits Greenberg, Bagot und Roholt?® gelangt —, hat uns veranlaBt, die 
Aminosiaurenanalyse nochmals zu wiederholen. Die mit gréBerer Einwaage durch- 
gefiihrte neue Analyse, deren Ergebnisse bei einzelnen Aminoséuren von der 
friiheren etwas abweicht, deckt wiederum 101,2% des Stickstoffs, aber nur 61,5% 
des Trockengewichtes. Diese Divergenz sowie die starke bei der Hydrolyse be- 
obachtete Braunfirbung haben uns veranlaft, die Praparate auf Kohlenhydrate 
zu priifen. Eine nach der Anthronmethode vorgenommene Hexosenbestimmung 
ergab 43,7% Hexosen, berechnet als Glucoseanhydrid, entspricht also weitgehend 
dem Fehlbetrag der Aminosaiurenanalyse. Wenn das gefundene Kohlenhydrat, 
das weder bei der Dialyse noch bei der Umfallung mit Methanol abgetrennt wird, 
dem Enzymmolekiil selbst angehért, was wir fiir wahrscheinlich, aber nicht fiir 
sicher halten, wiirde die Arginase als Glykoproteid anzusprechen sein. 


Herrn Dr. K. Hannig und Fri. R. Scharf danken wir fiir die Ausfiihrung 
der quantitativen Aminoséurenanalysen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unter- 
stiitzung der vorliegenden Arbeit zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Es wird eine verbesserte und vereinfachte Reinigungsmethode fiir 
Arginase mitgeteilt, die unter Verwendung der kontinuierlichen Papier- 
elektrophorese in Gegenwart von Mn® zu einem hochaktiven Enzym 
fiihrt, das sich in der Elektrophorese und Ultrazentrifuge als einheitlich 
erwies. Die Aktivitaét betrigt 540 Arginaseeinheiten/mg, die Ausbeute 
64%. Die Anreicherung ist 270fach. Das erhaltene Ferment ist in Lésung 
und als Trockenpraparat stabil und frei von Fremdaktivitiaten. Der iso- 
elektrische Punkt wurde auf papierelektrophoretischem Wege bei py 4,05 
gefunden. Die quantitative Aminoséiurenzusammensetzung des Enzyms 
wurde ermittelt. 


Summary 


An improved and simplified purification method for arginase is 
reported, which employs continuous paper electrophoresis in the presence 
of Mn”®. This leads to a highly active enzyme preparation which is shown 
in the ultracentrifuge and by electrophoresis to be homogeneous. The 
activity of the preparation is 540 arginase units/mg, the yield 64% and 
the enrichment is 276 fold. The resulting enzyme is stable in solution 
and as a dry preparation and is free from foreign biological activity. The 
isoelectric point was found by paper electrophoresis to be 4,05. The 
quantitative amino acid composition of the enzyme was ascertained. 
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Nutzenergie aus Atomkernen 


Einfiihrung in Physik und Technik von Kernreaktor und 
Atomkraftwerk 

Mit Beitragen von H. G. Heitmann, B. Logermann, W. Mayer 
und einem Kapitel tiber Rechts- und Organisationsfragen. 

2 Bande. GroB-Oktav. 


Gesamtumfang etwa 1300 Seiten. Mit tiber 700, teilweise mehrfarbigen Ab- 
bildungen und Tabellen sowie ausfiihrlicher Literaturangaben. 1959. 
Plastikeinband etwa DM 180,— 


Band I 


erscheint im Januar 1959: 


XX, 594 Seiten mit etwa 344, zum Teil farbigen Abbildungen und ms Re sail 
tafeln. 1959. M 106,— 


Aus dem Inhalt: 


Band I: 


Einleitung: Atom- und Kernphysik. 

Grundlagen der Kernphysik: Die Elementarteilchen. Die siianeiiiieiins Eigenschaften 
des Atomkerns. Die Radioaktivitét. Kernreaktionen. Der Aufbau der 
Atomkerne. Besondere endotherme und exotherme Kernreaktionen. Die 
Kettenreaktion. 

Kernreaktoren: Aufbau von Kernreaktoren. Elementare Reaktortheorie (statio- 
narer Zustand des Reaktors). 

Werkstoffe und Betriebsmittel: Eigenschaften. Verwendung. : 

Die Warmekraftanlage: Ubertragung, Abfiihrung und Ausnutzung der erzeugten 
Warme. Apparate und Maschinen. Thermodynamik des Gesamtprozesses. 

Chemische Probleme: Atombau und Periodisches System der Elemente. Chemie 
der Aktiniden. Aufbereitung der spaltbaren Fiillung. 


Band II: 

Strahlenauswirkungen, Gesundheitsschutz: Allgemeines. Radioaktive Verseuchung 
von Atmosphare und Erdoberfldache. Kernreaktor und Atomkraftwerk im 
Betrieb. Katastrophenschutz. 

Die Strahlenabschirmung: Grundlagen. Reaktorabschirmung. 

Regelungstechnik: Reaktor-Kinetik. Die Regelung eines Reaktors. Regelung eines 
Atomkraftwerkes. 

Anderweitige Spezial- und chemische Verfahrenstechnik: Nachtrag zur Sonder- 
technik. Spezielle chemische Betriebsfragen. 

Kombinationstechnik bei Kernenergieanlagen: Auswahlgesichtspunkte fiir Kraft- 
werkreaktoren. Anlagetechnik bei Atomkraftwerken. Anlagen fiir Sonder- 
zwecke. 

Rohstofffragen: Die Energievorraéte der Erde. Aufbereitung und Reindarstellung 
von Erzen. 

Wirtschaftlichkeit und Rechtslage: Kosten und Rentabilitaét eines Atomkraftwerkes 
Organisatorisches und Rechtslage. 

Anhang: Die gebauten und geplanten Kernreaktoren. Geschichtstabellen. Litera- 
turverzeichnis. Sach- und Autorenregister. 


Ein Sonderprospekt mit ausfiihrlichem Inhaltsverzeichnis und Abbildungen steht 
zur Verfiigung! 
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vormals G. J. Géschen‘sche Verlagshandlung / J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung / Georg Reimer / Karl J. Triibner / Veit & Comp. 








